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PROLOGO

Cuando nos adentramos en el mundo de los astrovirus, es mucha la informacion
acumulada desde que fueron descubiertos hace casi 30 afios; pero en comparacion
con lo que se conoce de otros virus causantes de gastroenteritis como rotavirus, es

mucho el camino que queda por recorrer.

En el campo de la virologia, con los avances tecnolégicos, los estudios se especializan
MAas en aspectos muy concretos de los virus, y a veces, se pierde la vision global de la
biologia de éste. Quizas por ello sorprenda el titulo de esta tesis doctoral, Replicacion
y morfogénesis de astrovirus; un titulo con una gran amplitud de posibilidades que, sin
embargo, no pueden ser abarcadas en su totalidad con la realizacién de esta tesis
doctoral. Pero en este caso, a pesar que se han estudiado aspectos muy especificos
de la biologia de los astrovirus, también se ha procurado encuadrarlos dentro de los

conocimientos ya existentes y desde un punto de vista mas globalizador.

En este contexto, la memoria de esta tesis doctoral comienza con un primer bloque
introductorio que pretende asentar los conceptos béasicos de los que se nutrieron los
estudios especificos sobre la replicacién y morfogénesis de astrovirus realizados a lo
largo de este proyecto.

A continuacién, la memoria se estructura en dos bloques principales: estudios

relacionados con la replicaciéon (Estudios | y 1l) y con la morfogénesis (Estudio Ill) de

astrovirus.
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En primer lugar, nos propusimos determinar las cargas viricas excretadas en las heces
de niflos con gastroenteritis causados por astrovirus con el fin de darnos una idea de
cual era la capacidad replicativa de estos virus en su huésped natural. Para ello, se
puso a punto una técnica molecular para la cuantificacion de virus y se aplicé en un
estudio epidemioldgico realizado con anterioridad en el area metropolitana de
Barcelona entre los afios 1998 y 2002. El resultado obtenido fue que los niveles de
carga virica detectados eran diferentes en funcion del serotipo o genotipo del virus
(Estudio I).

En segundo lugar, espoleados por los resultados obtenidos en el primer estudio y por
los trabajos ya existentes, decidimos profundizar en el papel de la proteina nsP1a/4 de
astrovirus en la replicacion del genoma virico y en la produccion de progenie virica.
Estudios previos ya apuntaban hacia esta relacion, aunque en ningdn caso existian
pruebas fehacientes. De este modo, la estrategia a seguir fue construir diferentes
clones de astrovirus que sélo se diferenciasen en la zona codificante para la proteina
nsPla/4 y estudiar la sintesis de los diferentes ARN viricos y produccién de progenie
virica en cultivo celular. Los resultados obtenidos confirmaron nuestras hipotesis, las
diferencias en la secuencia de la proteina nsP1a/4 se traducen en una capacidad de
replicacion del genoma virico y de produccion de progenie virica diferencial entre
diferentes genotipos del virus. Ademas, los resultados fueron coincidentes con los

obtenidos en el estudio anterior sobre muestras fecales de origen humano (Estudio II).

Los datos obtenidos en estos dos estudios pueden ser importantes a la hora de decidir
una estrategia en el tratamiento de las gastroenteritis causadas por astrovirus en
funcién del serotipo o genotipo del virus, asi como si la puesta a punto de una vacuna

frente astrovirus estuviese justificada.

Finalmente, los pocos trabajos, y al mismo tiempo contradictorios, realizados sobre la
morfogénesis de astrovirus, nos animé a profundizar un poco mas en su estudio. Los
trabajos de morfogénesis son complicados debido a que requieren gran cantidad de

material, y para algunos virus, esto es dificil de conseguir in vivo e in vitro.

En nuestro caso, la estrategia seguida fue obtener particulas “virus-like” (VLPs) y
trabajar con ellas como modelo del virus. Nuestro trabajo se centré en estudiar la
importancia del extremo amino-terminal de la poliproteina estructural en el ensamblaje
de la capsides asi como el papel de los iones divalentes en la estabilidad de las

capsides. Los resultados mostraron que a pesar que el extremo amino-terminal no es
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imprescindible, éste no es eliminado en el ensamblaje de las cépsides. Ademas se
constato la presencia de un estado intermedio (anillos de 16 nm) en el ensamblaje de
las cépsides que se obtenia en grandes cantidades cuando las VLPs eran

desestabilizadas por la presencia de quelantes de iones divalentes (Estudio III).
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ABREVIATURAS Y UNIDADES

A continuacion se listan las abreviaturas y unidades mas utilizadas en este trabajo.

Para las abreviaturas, en algunos casos se indica s6lo su significado en inglés y en

otros casos su significado en inglés y su traduccion al castellano.

°C

aa

Acc. N°
AcCNPV
ADN
ADNc
ANOVA
APS
ARN
ATCC
bd
CaCo-2
CcC

col.
CsCl
CSPD

DAPI
dNTP

Grados Celsius
Aminoacido
Accession Number (nimero de acceso en el GenBank)

Autographa californica nucleopolyhedrovirus

Acido desoxirribonucleico

ADN complementario

Analysis of variance (andlisis de la varianza)

Ammonium persulfate (persulfato de amonio)

Acido ribonucleico

American Tissue Culture Collection

Bidestilada

Carcinoma de colon - 2 (linea celular eucariota de origen humano)
Cultivo celular

Colaboradores

Cesium chloride (cloruro de cesio)

Disodium 3-(4-methoxyspiro{1,2-diosetane-3,2'-(5’-chloro)tricyclo
[3.3.1.1%*"]decan}-4-yl) phenyl phosphate

Truncado

4’-6-diamina-2’-fenilindol clorohidrato

Desoxiribonucleotide triphophate (desoxirribonucledtido trifosfato)
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D.O.
DTT
EDTA
ELISA
GFP
HEPES
HAstV
HVR
ICTV
IEM

logio
LSD

MAb
MEM
MET
mF
M-MLV
m.o.i.
NBT
NLS
nsP
ORF
PAGE

PBS
PCR
PF

POL
PRO
PTA

Densidad 6ptica

Ditiothreitol

Ethilen-diamine-tetraacetic acid

Enzyme linked immunosorbent assay (ensayo inmunoenzimatico)
Green fluorescent protein

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacinetanosulfénico

Human astrovirus (astrovirus humano)

Hipervariable region (regién hipervariable)

International Comitee for Taxonomy of Viruses
Inmunoelectromicroscopia

Inmunofluorescencia

Inmunoglobulina G

Inmunoprecipitacion

Isopropyl-b-D-1-thiogalactopyraniside

Immunoreactive epitope (epitopo inmunoreactivo)

longitud de onda

Luria broth

logaritmo en base 10

Least significant difference (diferencia significante minima)
Monoclonal antibody (anticuerpo monoclonal)

Minimal essential medium (medio minimo esencial)
Microscopia electrénica de transmision

miliFaradio

Moloney murine leukaemia virus

Multiplicity of infection (multiplicidad de infeccién)
Nitroblue tetrazolium chloride

Nuclear localization signal (sefial de localizacion nuclear)
Non structural protein (proteina no estructural)

Open reading frame (pauta abierta de lectura)
Polyacrylamide gel electrophoresis (electroforesis en gel
poliacrilamida)

Phosphate buffered saline (tampén fosfato salino)
Polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
Parafolmaldehido

Polimerasa

Proteasa

Phosphotungstic acid (acido fosfotangstico)
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p/p
p/v
RFLP

RFS
RNasa
INTP
RT
SDS
Sf9
SFB
SFBI
SPIEM
TEMED
™

TN
TNE

ul
UFC
UTR
uv

VLP
VP
viv
WB

peso/peso

peso/volumen

Restriction fragment length polymorfism (polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccidn)

Ribosomal frameshifting

Ribonucleasa

Ribonucleotide triphophate (ribonucleétido trifosfato)
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1.1. ASPECTOS GENERALES

1.1.1. Gastroenteritis Viricas

Los principales agentes infecciosos implicados en gastroenteritis viricas en humanos son los

rotavirus, adenovirus entéricos, calicivirus y astrovirus (Wilhelmi y col., 2003).

Entre todos ellos, los que presentan una mayor relevancia médica en los paises
desarrollados son los rotavirus debido a su elevada prevalencia y al consecuente impacto
econdmico por lo que se refiere a atencion sanitaria (casi dos millones de casos tratados al
afio) y a hospitalizaciones (mas de 200.000 al afio). Estos datos justificaron los esfuerzos
realizados en el desarrollo de una primera vacuna atenuada frente rotavirus en 1998
(RotaSheild, Wyeth-Lederle, USA). Lamentablemente, la vacuna fue retirada del mercado
nueve meses después de empezar a ser administrada debido a su posible asociacion con

efectos secundarios de intususpeccion.

A nivel de los paises en vias de desarrollo las cifras se multiplican por diez, y las
gastroenteritis causadas por rotavirus suponen una de las primeras causas de mortalidad
infantil debido a problemas de deshidratacion ya que no pueden ser tratadas a nivel
hospitalario por falta de infraestructuras. Se calcula que un ndmero superior a 500.000 nifios
menores de 5 afios mueren al afio debido a gastroenteritis causadas por rotavirus (Parashar
y col., 2003).

Los rotavirus son miembros de la familia Reoviridae, virus icosaédricos de unos 70 nm de
diametro y sin envuelta lipidica. La capside estd compuesta por tres capas proteicas
dispuestas concéntricamente, y su genoma consta de 11 moléculas de ARN bicatenario.
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A mucha distancia de los rotavirus se encuentran el resto de virus citados con anterioridad.
Aln asi, no seria una postura inteligente infravalorar la repercusién de las gastroenteritis

causadas por éstos ultimos tanto a nivel médico como econémico.

Los adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae. Se trata de virus icosaédricos de unos
70 nm de didmetro, sin envuelta lipidica, con un genoma de ADN bicatenario y con unas
caracteristicas espiculas que sobresalen de su superficie. Especialmente los adenovirus
entéricos tipo 40 y 41 son importantes agentes infecciosos causantes de gastroenteritis en la
poblacién infantil.

Los calicivirus pertenecen a la familia Caliciviridae, en la que se agrupan los géneros
Norovirus y Sapovirus. Son virus icosaédricos de unos 27-40 nm de diametro, sin envuelta
lipidica y con una molécula de ARN monocatenario de polaridad positiva como genoma.
Fueron los primeros agentes viricos asociados a gastroenteritis (Kapikian y col., 1972) y se
consideran la primera causa de brotes de gastroenteritis viricas en adultos, aunque no se

puede obviar su prevalencia en nifios.

1.1.2. Astrovirus: Perspectiva Histérica

Los astrovirus fueron identificados por primera vez como agentes infecciosos causantes de
gastroenteritis en el afio 1975 durante la investigacion de un brote de diarrea y vomitos entre
los nifios de una sala de maternidad (Appleton y Higgins, 1975). La observacion de
muestras de heces de nifios enfermos bajo el microscopio electrénico en busca de un
agente causal puso de manifiesto la presencia de unas particulas viricas de morfologia
distinta a otros virus conocidos hasta el momento asociados con gastroenteritis como

rotavirus o calicivirus.

El término astrovirus fue propuesto meses mas tarde a su descubrimiento por Madeley y
Cosgrove (1975). El nombre de astrovirus deriva de la palabra “astron”, que significa estrella
en griego, y hace referencia a su caracteristica estructura estrellada presente en la
superficie de la capside.

Un paso muy importante que abri6 muchas puertas a un mejor conocimiento de los
astrovirus lo dieron Lee y Kurtz en 1981 cuando consiguieron aislar y propagar con éxito una
cepa de astrovirus humano en células HEK (células embrionarias de riidbn de origen
humano). Este hecho permitié la identificacion de cinco serotipos diferentes de astrovirus en

1984 (Kurtz y Lee, 1984), y la obtencion de anticuerpos monoclonales que permitieron poner
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a punto sistemas de diagndstico por inmunoensayo (Herrmann y col, 1988; y Herrmann y

col., 1990). Posteriormente se identificaron dos nuevos serotipos (Lee y Kurtz, 1994).

A partir de la década de los 90 se confirmé la importancia clinica de los astrovirus como
agentes causantes de gastroenteritis viricas en nifios a raiz de numerosos estudios
epidemiolégicos basados en un principio en la microscopia electrénica y en ensayos
inmunoldgicos, y mas adelante en el desarrollo de mudltiples técnicas de deteccion por

amplificacién de acidos nucleicos.

La secuenciacion completa del primer genoma de astrovirus se consiguié en 1993 (Jiang y
col., 1993) y la construccion del primer clon de ADNc del genoma completo del astrovirus
serotipo 1 se realiz6 en 1997 (Geigenmuiller y col., 1997).

En el 2000, Méndez-Toss y col. pusieron de manifiesto la existencia de un nuevo serotipo
(HAstV-8).
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1.2. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LOS ASTROVIRUS

1.2.1. Hospedadores Naturales

A parte de tener como hospedador natural al hombre, los astrovirus también se han asociado
etiologicamente con varias enfermedades en diversas especies de animales que incluyen tanto
mamiferos como aves (Woode y Bridger, 1978; Snodgrass y col., 1979, Williams, 1980;
Hoshino y col., 1981; Shimizu y col., 1990; Englund y col., 2002; y Jonassen y col., 2003).

En la mayoria de especies, las infecciones por astrovirus afectan al aparato gastrointestinal,
pero en aves también se han descrito otras enfermedades como la nefritis intersticial aguda y el
retraso del crecimiento en pollos (Imada y col., 1979), hepatitis en patos (Gough y col., 1984) y
la enfermedad llamada poult enteritis and mortality syndrome en pavos (Koci y col.; 2000).
Todas estas enfermedades pueden llegar a causar una gran pérdida econ6mica para la

industria avicola.

Los astrovirus parecen tener una elevada especificidad de género ya que nunca se han descrito
casos de transmision interespecifica ni de reaccion cruzada de los anticuerpos especificos
frente astrovirus que afectan a diferentes especies animales (Tzipori y col., 1981; y Harbour y
col., 1984).

Sin embargo, estudios filogenéticos basados en el grado de similitud de las secuencias de las
proteinas de la capside sugieren la posibilidad de que algun dia existieran casos de zoonosis

(Jonassen y col., 2001). Actualmente se postula que la introduccién de los astrovirus en la
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poblacién humana fue debida a una Unica transmision del virus proveniente de una Unica

especie animal (Lukashow y Goudsmit, 2002).

1.2.2. Morfologiay Estructura

Los astrovirus son virus pequefios, sin envuelta lipidica, de simetria icosaédrica y con un
genoma compuesto por una cadena de ARN monocatenario de polaridad positiva. Su principal
caracteristica morfoldgica es su apariencia estrellada.

Como regla general, se considera que tienen un didmetro de 28 nm, aunque puede variar en
funcion del origen del virus (heces o cultivo celular), del método de purificacion y del modo de
preparacion de la muestra para su observacién bajo el microscopio electrénico. Del mismo
modo, su caracteristica estructura estrellada s6lo se observa en un 10% de los viriones

presentes en una preparacion.

Estudios de ultraestructura del astrovirus serotipo 2 realizados por Risco y col. en 1995
mostraron que los virus presentan unas espiculas protuberantes en la superficie haciendo que
el diametro total del virion alcance los 41 nm, mientras que si no se consideran dichas
espiculas, el didametro del virion es de unos 30 nm. Ademas, comprobaron que el tratamiento

alcalino de la muestra induce la aparicion de la morfologia estrellada en los viriones.

Posteriores estudios de crioelectromicroscopia demostraron que las particulas del astrovirus
serotipo 1 constan de una capside central de 33 nm de diametro decorada con 30 espiculas
diméricas que se extienden 5 nm desde la superficie de la cipside dando un tamafio total de la

particula virica de 43 nm (Matsui y Greenberg, 2001a) (Figura 1.1).

Figura 1.1: A: Inmunoelectromicroscopia de astrovirus. B: Reconstruccion tridimensional
del astrovirus serotipo 1 (Yeager; Fields Virology, 4™ edition, 2001).
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1.2.3. Taxonomiay Clasificacion

Los astrovirus pertenecen a la familia Astroviridae, dentro del subphylum de virus de ARN

monocatenario de polaridad positiva (van Regenmortel y col., 2000).

El andlisis de las proteinas y ARNSs sintetizados durante la infeccion de cultivos celulares con
astrovirus inclind la balanza hacia la postura de no incluir estos virus dentro de ninguna de las
dos familias de virus con ARN monocatenario de polaridad positiva establecidas hasta el
momento, Picornaviridae y Caliciviridae (Monroe y col., 1991).

Estudios posteriores pusieron de manifiesto la presencia de un ARN subgendémico, de una
sefal de ribosomal frameshifting (RFS) y de un motivo de ARN polimerasa ARN dependiente,
asi como la falta de un dominio helicasa (Jiang y col., 1993; Monroe y col., 1993; y Lewis y col.,
1994).

Todos estos datos, junto con la disponibilidad de la secuencia completa del genoma (Jiang y
col., 1993), permitieron establecer una organizacién gendmica propia para estos virus, y en
1995 el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) clasificé los astrovirus dentro de

una familia nueva, la familia Astroviridae.

Actualmente, la ICTV propone la bifurcacibn de la familia Astroviridae en dos géneros:

Mamastrovirus (astrovirus de mamiferos) y Avastrovirus (astrovirus de aves).

Hasta la fecha se han descrito 8 serotipos de astrovirus humano.

A modo de resumen, las caracteristicas principales de astrovirus se detallan en la Tabla 1.1.

1.2.4. Propagacion In Vitro en Cultivos Celulares

Dos afios después del descubrimiento de los astrovirus, Lee y Kurtz (1977) demostraron por
inmunofluorescencia que los astrovirus presentes en heces de enfermos eran capaces de
infectar células primarias embrionarias de rifiéon de origen humano (linea celular HEK). Sin
embargo no fue hasta 1981 que consiguieron hacer propagar el virus en las lineas celulares
PBK y LLCMK2 de origen primate tras multiples pases a ciegas en la linea celular HEK y con la

incorporacién de tripsina en el medio de cultivo.
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Tabla 1.1: Caracteristicas principales de los astrovirus

Estructura
- Particulas icosaédricas de 28-43 nm de diametro.
- Sin envuelta lipidica.
Genoma
- ARN monocatenario de polaridad positiva de ~ 7 kb y poliadenilado.
- Organizacion gendmica en tres ORFs: ORFla y ORF1b (proteinas no
estructurales) y ORF2 (proteinas estructurales).
- Presencia de una sefial de RFS entre ORFla y ORF1b.
- Falta de dominio de helicasa.
- Utilizacion de un ARN subgendmico de ~ 2.8 kb para la sintesis de las proteinas
estructurales.
- EI ARN transfectado en células CaCo-2 y BHK-21 es capaz de generar particulas
viricas infecciosas.
Replicacion
- Replicacion citoplasmatica.

- Necesidad de utilizar tripsina para su propagacion en cultivo celular.

En 1990, Willcocks y col. consiguieron hacer replicar cepas de astrovirus aisladas de heces
directamente sobre la linea celular intestinal de origen humano CaCo-2, aunque siempre en

presencia de tripsina.

Hoy en dia, las dos lineas celulares mas utilizadas para el aislamiento de astrovirus a partir de
muestras fecales de enfermos con gastroenteritis son las lineas de origen humano CaCo-2 y
PLC/PRF/5 (Willcocks y col., 1990; Pint6é y col., 1996; y Taylor y col., 1997a). Del mismo modo,

las lineas celulares mas utilizadas para su propagacion son CaCo-2, LLMCK2, T84 y HT-29.

1.2.5. Replicacién, Transcripcion y Traduccion del Genoma

El esquema de replicacion, transcripciéon y traduccion propuesto para astrovirus deriva del bien
caracterizado modelo de alphavirus. Los astrovirus presentan una organizacion gendmica
similar a la de alphavirus los cuales también sintetizan las proteinas estructurales de la capside

a partir de un ARN subgenoémico (Schlesinger y Schlesinger, 1996).

A grandes rasgos, tras la entrada del virus en la célula y desencapsidacién del genoma tiene

lugar la sintesis de las proteinas no estructurales a partir del genoma virico. Estas proteinas

10
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transcriben el genoma dando lugar a un ARN de polaridad negativa (ARN anti-genémico) que
sirve de molde para la sintesis de nuevos genomas asi como de moléculas de ARN
subgendémico de polaridad positiva el cual es traducido para dar lugar a las proteinas

estructurales de la capside.

Tras darse el ensamblaje del genoma dentro de las capsides, los viriones salen al exterior de la

célula donde maduran y son capaces de infectar células vecinas.

1.2.6. Organizacion Genémica

El genoma de astrovirus esta compuesto por una molécula de ARN monocatenario de polaridad
positiva de unas 7 kb de longitud y poliadenilado en el extremo 3’ (Matsui y Greenberg, 2001a).

La molécula de ARN gendmico, tanto extraida del virus como transcrita in vitro a partir del
ADNCc de un clon del genoma del virus, es capaz de producir virus infecciosos una vez ha sido
transfectada a células no susceptibles a la infeccion por astrovirus como la linea celular BHK-21

0 a células susceptibles a la infeccion como la linea celular CaCo-2 (Geigenmiuiller y col., 1997).

Ademéas del ARN gendmico, durante el ciclo replicativo de astrovirus también se producen
moléculas de ARN subgendmico de unas 2.8 kb de polaridad positiva a partir del extremo 5’ del
ARN anti-genémico. Este ARN subgendémico se utiliza para la sintesis de las proteinas

estructurales de la capside (Monroe y col., 1991).

El genoma de astrovirus se organiza en tres pautas de lectura abierta (ORF): ORFl1a, ORF1by
ORF2 (Monroe y col., 1995).

Los ORFla y ORF1b codifican para las proteinas no estructurales del virus, y el ORF2 codifica
para las proteinas de la capside a partir del ARN subgendmico (Figura 1.2.(A)).

11



1. Introduccién

RFS
ARN 5g S APA . -3
Genomico
ARN Subgendmico 5'- APA -3
ORF1la (920 aa) ORF2 (787 aa)
[ PROTEASAyotras nsP [ ORF 1b (519 aa) [ PROT. ESTRUCTURALES |
[ ARN POLIMERASA |
B ORFla
2
PRO JEE E
1 Hu: Do S - 920

ORF1b

POL

=

Y574Gs7sDs76 Dsiy 519

ORF2

1 787
1 415-416 648-649 707-708 787
Region | Regionll Region I Region IV

Figura 1.2: (A) Organizacion gendmica del HAstV-1 (Acc. No. L23513); donde RFS: sefial de ribosomal
frameshifting. (B) Representacion esquematica de los tres ORF destacando los motivos mas
caracteristicos de cada uno de ellos; donde TM: dominio transmembrana; PRO: motivo de proteasa; DD:
death domain; NLS: secuencia de localizacion nuclear; HVR: regién hipervariable; IRE: epitopo
inmunoreactivo; POL: motivo de ARN polimerasa; y RB: zona rica en residuos basicos.

El ORF1a esta precedido por una secuencia no traducida (5’-UTR) de una longitud entre 80 y
85 bases dependiendo del serotipo.

En el ORFla destaca un motivo serine protease y en el ORF1b un motivo de ARN polimerasa
ARN dependiente. Entre el ORFla y el ORF1b existe un solapamiento entre 61 y 73 bases
segun el serotipo (Figura 1.2.(A)).

El ORF2 codifica para una Unica poliproteina que da lugar a las diferentes proteinas de la
cépside una vez se ha formado el virién. El solapamiento entre el ORF1b y el ORF2 es de 8
bases (Figura 1.2.(A)).
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En el extremo 3' del genoma hay otra secuencia no traducida (3'-UTR) y una cola de una

treintena de adeninas.

1.2.6.1. Poliproteina no estructural del ORF1la

La poliproteina codificada a partir del ORFla (nsPla) consta entre 920 y 935 aminoacidos

segun el serotipo de astrovirus (Figura 1.2.B).

En el extremo amino-terminal de la poliproteina se han identificado varios dominios
transmembrana que pueden estar implicados en el anclaje del complejo de replicacion del ARN
virico a membranas celulares (Jiang y col., 1993; y Jonassen y col., 2003).

En la parte central de la poliproteina se encuentra un motivo de proteasa viral perteneciente al
grupo de las 3C-like serine proteases que posee un elevado grado de homologia con las
proteasas de dos virus de la familia Caliciviridae: el virus de la enfermedad hemorragica del
conejo (RHDV, rabbit hemorrhagic disease virus) y el calicivirus felino (Jiang y col., 1993). La

triada catalitica esta formada por los aminoacidos HiSsg1, ASPage Y Se€rss:.

En el extremo carboxi-terminal se ha identificado la presencia de una sefial de localizacion
nuclear (NLS) aunque su significado biologico en el ciclo replicativo de astrovirus no esta claro
(Jiang y col., 1993). En esta zona de la poliproteina también se ha descrito la presencia de un
epitopo inmunoreactivo (Matsui y col.,, 1993) y de un death domain relacionado con la
activacion del proceso de apoptosis en las células infectadas (Guix y col. 2004a).

Finalmente, cabe destacar la presencia de una region hipervariable (HVR) rica en inserciones y
delecciones en el extremo carboxi-terminal y que en un principio se asocié a la adaptacion de
astrovirus a determinadas lineas celulares (Willcocks y col., 1994a) y mas adelante se ha

relacionado con un posible papel en la replicacioén del ARN virico (Guix y col., 2004b),

1.2.6.2. Poliproteina no estructural del ORF1b

El ORF1b codifica para una poliproteina (nsP1b) de entre 515 y 519 aminoéacidos dependiendo

del serotipo de astrovirus (Figura 1.2.(B)).
En esta poliproteina principalmente destaca la presencia de un motivo de ARN polimerasa ARN

dependiente perteneciente al supergrupo | segun la clasificacion de Koonin (Koonin, 1991),
aunque aun no se ha caracterizado por completo. Se ha propuesto que el lugar activo de esta

13
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ARN polimerasa corresponderia a la secuencia aminoacidica Y374Gs7sDs76D377 altamente

conservada en astrovirus humanos y animales (Carter y Willcocks, 1996).

A pesar de que el ORF1b posee un potencial codon de inicio de traduccién, se ha demostrado
que la sintesis de la poliproteina tiene lugar tras un fenébmeno de ribosomal frameshifting que se
produce en la regién de solapamiento entre el ORFla y el ORF1b. De este modo se forma una
superproteina que engloba el ORFla y el ORF1b (nsPla/lb) (Jiang y col., 1993; Marczinke y
col., 1994) y que es procesada posteriormente en las dos poliproteinas nsP1a y nsP1b.

1.2.6.3. Poliproteina estructural del ORF2

La poliproteina codificada por el ORF2 tiene un tamafio variable segun el serotipo de astrovirus
que oscila entre 782 y 796 aminoacidos (Figura 1.2.(B)).

En un estudio realizado por Wang y col. (2001), la secuencia del ORF2 fue dividida en cuatro
regiones. La region |, que abarca la secuencia entre los aminoacidos 1 y 415, es la que esta
mas conservada entre todos los serotipos del virus. En esta regién existe una zona rica en
residuos basicos que se ha relacionado con el empaquetamiento del ARN virico (Geigenmiller
y col., 2002b).

La region Il (entre los aminoacidos 416 y 648) presenta un ligero grado de variabilidad entre los
diferentes serotipos mientras que la homologia dentro de cada serotipo es elevada. La region 1l
(desde el residuo 649 al 707) es la zona con mayor grado de variabilidad entre los diferentes
serotipos con presencia de inserciones y/o delecciones. Finalmente, la region IV (desde el

residuo 708 al final) vuelve a presentar un elevado grado de similitud entre todos los serotipos.

1.2.7. Procesamiento Proteolitico de las Diferentes Poliproteinas

1.2.7.1. Proteinas no estructurales

Los ORFla y ORF1b se traducen simultaneamente mediante un fendmeno de ribosomal
frameshifting dando lugar a una superproteina de unos 160 kDa que posteriormente es
procesada hasta dar lugar a las diferentes proteinas finales de las cuales no se sabe
exactamente cuantas se generan, ni los lugares exactos de procesamiento. Tampoco se sabe
si la tedrica proteasa virica es la responsable de los cortes ni si las proteasas celulares juegan

un papel importante en dicho procesamiento protealitico.

14
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Actualmente, el modelo méas aceptado para explicar el procesamiento de la superproteina
nsPla/lb es un compendio de resultados de diferentes estudios realizados con diferentes
sistemas experimentales (Gibson y col, 1998; Willcocks y col., 1999; Geigenmiller y col.,
2002a; Kiang y Matsui, 2002; y Méndez y col.; 2003).

Segun este modelo, la superproteina de 160 kDa es procesada dando lugar a una ARN

polimerasa ARN dependiente de unos 57 kDa (nsP1b) y una poliproteina de 102 kDa (nsP1a).

La proteina nsPla es posteriormente procesada hasta dar lugar a cuatro proteinas finales
(nsP1a/1, nsPla/2, nsP1la/3 y nsPla/4), aunque no se conoce con exactitud los lugares de
corte (Figura 1.3). De las cuatro proteinas derivadas de la nsP1la, la nsP1a/3 corresponde a la
putativa proteasa virica de unos 28 kDa (Jiang y col., 1993) y la nsPla/4 a una proteina de
unos 24-26 kDa que podria estar relacionada con la replicacion del ARN virico (Guix y col.,
2004b).

ORFla ORF1b
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Figura 1.3: Modelo de procesamiento de las poliproteinas que da lugar a las proteinas no estructurales
del virus (nsP) resultantes de la traduccion del ORFla y ORF1b. Los triangulos invertidos sefalan
posibles lugares de procesamiento proteolitico por la proteasa virica (pro) o proteasas celulares (?);
donde RFS: sefal de ribosomal frameshifting; TM: dominio transmembrana; PRO: motivo de proteasa;
DD: death domain; NLS: sefial de localizacion nuclear; HVR: region hipervariable; IRE: epitopo
inmunoreactivo; POL: motivo de ARN polimerasa.

1.2.7.2. Proteinas estructurales

A pesar de que ha sido uno de los temas mas estudiados por diferentes grupos, el
procesamiento de la poliproteina de 87-90 kDa obtenida por traduccion del ORF2, asi como el
ensamblaje de las proteinas dando lugar a capsides viricas, siguen siendo fuente de

controversia y discusion.
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En general, se considera que las capsides viricas maduras e infecciosas estan compuestas por
tres proteinas mayoritarias con un tamafio de 35-32 kDa (VP34), 31-27 kDa (VP29) y 26-24 kDa
(VP26) (Willcocks y col., 1990; Monroe y col., 1991; Belliot y col.; 1997a; y Bass y Qiu; 2000).
La VP34 esta codificada a partir del extremo amino-terminal del ORF2 mientras que la VP26
parece ser una version truncada por el extremo amino-terminal de la VP29 codificada a partir de

la parte central del ORF2 (Sanchez-Fauquier y col., 1994; y Belliot y col., 1997a).

Son varios los modelos propuestos para explicar la formacion de las capsides viricas a partir de
la poliproteina estructural (Bass y Qiu, 2000; Geigenmdller y col., 2002b; y Méndez y col.,
2002). Todos ellos coinciden en que la poliproteina de 87-90 kDa es traducida a partir del ARN
subgendmico y es esta poliproteina, o un primer producto de procesamiento intracelular, la que
se ensambla en el interior de la célula dando lugar a capsides viricas inmaduras y con baja
infectividad. Sin embargo, los diferentes modelos difieren en cédmo tiene lugar el procesamiento
intracelular de la poliproteina previo al ensamblaje en capsides viricas inmaduras (Figura 1.4).
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(Geigenmuller y col., 2002)
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l (Méndez y col., 2002)
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Figura 1.4: Modelos de procesamiento de la poliproteina resultante de la traduccién del ORF2 que da
lugar a las proteinas estructurales del virus (VP). Los triangulos invertidos sefialan posibles lugares de
procesamiento proteolitico por la proteasa virica (pro) o proteasas celulares (?); donde RB: dominio
rico en residuos basicos. También se mapan los lugares de reconocimiento de algunos de los
diferentes anticuerpos monoclonales existentes frente la capside del virus (8E7, 8G4, 7C2, 5B7 y PL2)
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Para el astrovirus serotipo 1, Bass y Qiu (2000) propusieron que la poliproteina de 87 kDa era
procesada por el extremo amino-terminal dando lugar a un precursor de 79 kDa a partir del cual

tenia lugar el ensamblaje de las capsides inmaduras.

Posteriormente, Geigenmiller y col. (2002) refutaron este modelo y propusieron que era
directamente la poliproteina de 87 kDa traducida a partir del ARN subgendémico la que se
estructuraba dando lugar a las cépsides viricas sin necesidad de un procesamiento proteolitico

previo.

Finalmente, Méndez y col. (2002) propusieron, para el astrovirus serotipo 8, que la poliproteina
de 90 kDa era procesada por el extremo carboxi-terminal resultando en una nueva poliproteina
de 70 kDa que da lugar a las cpsides inmaduras.

Todos estos modelos convergen en la idea que estas capsides inmaduras son liberadas al
exterior de la célula y entonces la tripsina actia sobre ellas dando lugar a las tres proteinas

definitivas haciendo que el virion sufra un considerable incremento en su capacidad infectiva.

Entre los distintos anticuerpos monoclonales (MAb) que se han obtenido frente la capside de
astrovirus destacan el 8E7, 8G4, 7C2, 5B7 y PL2, aunque para ninguno de ellos se ha
caracterizado exactamente cual es el epitopo que reconocen. El mapaje de estos anticuerpos
monoclonales se ha llevado a cabo por diferentes aproximaciones experimentales (Matsui y
col.,, 1993; y Geigenmdiller y col., 2002b) y por andlisis de patrones de hidrofobicidad de

secuencias aminoacidicas (Wang y col., 2001).

Las principales caracteristicas de estos anticuerpos quedan plasmadas en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2: Caracteristicas de los principales anticuerpos monoclonales frente a la capside de astrovirus.

MAb Serotipo Epitopo NT  Técnicas Referencia

8E7 1,2,3,4,5,6,7,8 VP34 NO ELISA, IP, IF, WB, IEM Herrmanny col. (1988)
8G4 1,2,3,4,5,6,7,8 VP34 NO ELISA, IP, IF Bass y Upadhyayula (1997)
7C2 1,2,3,4,5,6,7 VP29 S| ELISA, IP, WB Bass y Upadhyayula (1997)
5B7 1 VP26 Sl ELISA, IP, IF Bass y Upadhyayula (1997)
PL2 2 VP26 Sl IP, IF, IEM Bass y Upadhyayula (1997)

Donde MAb: anticuerpo monoclonal; NT: capacidad neutralizante; ELISA: ensayo inmunoenzimatico; IP:
inmunoprecipitacion; IF: inmunofluorescencia; WB: western blot; IEM: inmunoelectromicroscopia.
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1.2.8. Caracteristicas Fisico-Quimicas

Los astrovirus son resistentes a pH 4cidos (pH 3), desecacién, cloroformo, una gran variedad
de detergentes tanto no-ibnicos como aniénicos y solventes lipidicos. Sin embargo, no resisten
temperaturas elevadas durante largos periodos de tiempo (1 h a 50 °C 6 5 min a 60 °C),
concentraciones de cloro libre superiores a 1 mg/l y ciclos de congelacién / descongelacion
repetidos, aunque mantienen su integridad después de 10 afios a temperaturas de -70 °C
(Kurtz y Lee, 1987; Williams, 1989; Abad y col., 1997; y Abad y col, 2001).

Respecto a las densidades de flotacién, han sido varios los autores que han descrito que al
purificar una suspension de astrovirus (ya sea proveniente de muestras fecales como de cultivo
celular) en gradientes de CsCl, las particulas viricas se distribuyen tipicamente en dos picos
antigénicos con el mismo patron proteico y con unas densidades de 1.37-1.35 g/ml y 1.33-1.32
g/ml respectivamente. La presencia de ARN del virus en el pico de mayor densidad, y su
ausencia en el pico de menor densidad, sugiere que el primero corresponde a particulas viricas
infecciosas, mientras que el segundo corresponde a particulas viricas no infecciosas sin 4cido

nucleico en su interior (Caul y Appleton, 1982; Willcocks y col., 1990; y Matsui y col., 1993).

Un punto importante a considerar en la purificacién de astrovirus mediante gradientes de CsCl
es el papel de la presencia de iones divalentes (principalmente Ca®") con respecto a la
estabilidad de las particulas viricas. Mientras que para otros virus la presencia iones divalentes
(Ca®* ylo Mg?") claramente aumenta su estabilidad, en el caso de astrovirus ain no esta clara
su influencia en la morfogénesis del virus. Mientras que hay autores que sugieren que estos
iones son necesarios para el proceso de ensamblaje del virus (Matsui y Greenberg, 2001a), hay
otros trabajos que muestran que determinadas concentraciones de iones Ca?* desestabilizan
las capsides y proponen la adicibn de agentes quelantes, como EDTA, para mantener la
integridad del virus durante el proceso de purificacion (Castén y col., 1999).

Aungue la mayoria de estudios utilizan los gradientes de CsCl para la purificacion de astrovirus,
también se han utilizado otros tipos de gradientes con este fin. De este modo, Ashley y Caul
(1982) utilizaron gradientes de tartrato potdsico argumentando que preservaban mejor la
integridad de los virus. En este medio, los astrovirus bandean a una densidad de 1.32 g/ml.
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1.3.ASPECTOS CLINICOS DE LAS INFECCIONES POR ASTROVIRUS

1.3.1. Transmision, Patogénesis y Sintomatologia

Los astrovirus son transmitidos tipicamente por la via fecal-oral a través de la ingestién de

alimentos contaminados o por contacto con fomites previamente contaminados con el virus.

Estudios con voluntarios han demostrado que la ingestion de preparados a partir de
extractos de heces de individuos con gastroenteritis causadas por astrovirus puede provocar
la aparicion de la sintomatologia de la enfermedad y la presencia de particulas viricas en las

heces de los voluntarios afectados (Kurtz y col., 1979; y Midthun y col., 1993).

A diferencia de lo que sucede con calicivirus, las infecciones por astrovirus en adultos
suelen presentar una sintomatologia muy leve o incluso ser asintomética. Este hecho puede
hacer que los propios adultos actien de forma inconsciente como vectores de transmision
del virus hacia los nifios, los cuales son mas susceptibles a la infeccién, pudiéndose
provocar brotes epidémicos con sintomatologia variable que ocasionalmente puede llegar a

ser grave.

La patogénesis de las infecciones causadas por astrovirus en humanos es un tema que no
se conoce bien, y casi todos los datos de que se dispone son extrapolados de estudios
realizados en animales. De este modo, se ha demostrado que en ovinos, el virus infecta los
enterocitos maduros por la zona apical de los microvillis conduciendo a una atrofia del tapete
de microvillis y a una hipertrofia de las criptas. Los ovinos infectados experimentalmente

desarrollaban la sintomatologia a los 2-4 dias de la ingestion del virus y excretaban
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particulas viricas entre los dias 2 y 9 (Snodgrass y Gray, 1977; y Snodgrass y col., 1979).
Durante el periodo de la infeccion, a nivel celular se observaron inclusiones
intracitoplasmaticas, vacuolas en el citoplasma y degeneracién del nucleo; caracteristicas

tipicas de un proceso de apoptosis 0 muerte celular programada.

Estudios in vitro han mostrado la existencia de una via endocitica para la internalizacion de
los virus en el interior celular (Donelly y col., 1992). Recientemente, Guix y col. (2004a) han
demostrado que la infeccion de la linea celular CaCo-2 con astrovirus humanos provoca
apoptosis a partir de las 24 horas post-infeccion existiendo una correlacion directa entre la
proporcion de células apoptéticas en el cultivo y la multiplicidad de infeccion del virus

utilizada.

Por regla general, la gastroenteritis aguda causada por astrovirus se caracteriza por un
cuadro de diarrea liquida de una duracion de 2-3 dias precedida o acompafada por vomitos,
fiebre, anorexia y/o dolor abdominal. Esta sintomatologia no es distinguible de otras
causadas por la infeccion de otros virus como rotavirus o calicivirus, pero acostumbra a

tener un caracter mas leve y no suele dar problemas graves de deshidratacion.

1.3.2. Epidemiologia

Las infecciones causadas por astrovirus ocurren en todos los lugares del mundo (Glass y
col., 1996), y principalmente afectan a la poblacion infantil, pero también se han descrito
casos en adultos (Gray y col., 1987; Lewis y col., 1989; Qishi y col., 1994; Belliot y col.,
1997b; y Pager y Steele, 2003).

A pesar de tratarse de cuadros sintomaticos leves, cabe tener en cuenta a los astrovirus
dentro del marco de la salud publica ya que han sido causantes en numerosas ocasiones de
brotes de gastroenteritis en escuelas, guarderias, geriatricos, y hospitales. De igual modo,
se ha de tener una consideracion especial en aquellos pacientes que estando
inmunosuprimidos adquieren una infecciébn por astrovirus, ya que se han documentado
casos en los que la sintomatologia incrementa su severidad con respecto a pacientes no
inmunosuprimidos (Wood y col., 1988; Bjorkholm y col., 1995; Cubbit y col., 1999; Coppo y
col., 2000; y Cunliffe y col., 2002).

La incidencia de gastroenteritis causadas por astrovirus oscila entre el 2.5% y el 10% en los

paises desarrollados (Gaggero y col., 1998; Bon y col, 1999; Foley y col., 2000; y Guix y
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col.,, 2002), mientras que puede llegar a ascender hasta el 26% en paises en vias de

desarrollo (Maldonado y col., 1998).

La prevalencia de infecciones por astrovirus varia en funcion de los grupos de edad, pero en
general es mayor en nifios menores de dos afios (Guix y col.,, 2002). Estudios de
seroprevalencia han puesto de manifiesto que la mayoria de los nifios adquieren anticuerpos
frente astrovirus durante los primeros afios de vida (Kriston y col., 1996; y Koopmans y col.,
1998).

El serotipo 1 de astrovirus (HAstV-1) es considerado el més prevalente en todo el mundo
(Shastri y col., 1998; Medina y col., 2000; Mustafa y col.; 2000; Traore y col., 2000; Guix y
col.,, 2002; y Kang y col., 2002), mientras que los serotipos HAstV-6 y HAstV-7 son los
menos frecuentes (Lee y Kurtz, 1994; y Naficy y col., 2000).

Se han descrito varios casos de coinfeccion de astrovirus con otros patégenos tanto
fungicos como bacterianos y viricos (Shastri y col., 1998; Guix y col., 2002; y Roméan y col.,
2003), e incluso casos de coinfeccion entre diferentes serotipos de astrovirus (Matsui y col.,
1998; y Pang y Vesikari, 1999).

Al igual que sucede con otros virus entéricos como rotavirus y calicivirus, las infecciones por
astrovirus son mas frecuentes en los meses frios y/o lluviosos del afio, y se ha propuesto un
patrén de incidencia bianual (Lee y Kurtz, 1994; Mustafa y col., 2000; y Guix y col., 2002)
También se han descrito casos en los que no se da esta estacionalidad, sobretodo en
paises con clima mas uniforme a lo largo de todo el afio como México y Egipto (Guerrero y
col., 1998; y Naficy y col., 2000).

1.3.3. Inmunidad

Las infecciones por astrovirus que presentan sintomatologia se producen principalmente en
dos grupos de personas: nifios e individuos de avanzada edad. Debido a esta distribucion,
se cree que la inmunidad frente astrovirus se adquiere en las primeras etapas de la vida,
permanece inalterada durante la madurez, y finalmente empieza a debilitarse en al final de
la vida de la persona. Concretamente, un estudio realizado por Mitchell y col. (1999) puso de
manifiesto que el 96% de nifios con una edad menor de 9 afios poseian anticuerpos contra

el serotipo HAstV-1.
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Aln no se ha adoptado una postura firme sobre la existencia de inmunidad cruzada frente
los diferentes serotipos, la mayoria de los datos epidemioldgicos inclinan la balanza hacia la
existencia de una inmunidad homotipica pero no heterotipica (Mitchell y col., 1999; Naficy y
col., 2000; y Guix y col., 2002). Esta hipotesis se ve reforzada por el hecho que la mayoria
de brotes en adultos se corresponden con los serotipos menos frecuentes encontrados en
estudios epidemioldgicos realizados sobre la poblacién infantil (Midthum y col., 1993; Oishi y
col., 1994; y Belliot y col., 1997b).

La mucosa intestinal juega un papel crucial en la adquisicion de inmunidad frente a repetidas
infecciones por astrovirus. Los linfocitos T de la lamina propria intestinal reconocen de forma
especifica los antigenos de superficie de los astrovirus y al activarse, producen citoquinas,
interferbn gamma y factor de necrosis tumoral desencadenando toda una respuesta inmune
(Molberg y col., 1998).

1.3.4. Tratamiento y Control de la Enfermedad

Las gastroenteritis causadas por astrovirus son generalmente suaves, autolimitantes y no
suelen requerir tratamientos especificos. En casos de principio de deshidratacién del
paciente se puede aplicar una terapia de rehidratacion via oral o intravenosa. En casos mas
extremos, como pacientes inmunosuprimidos, se ha llegado a administrar inmunoglobulina
intravenosa como medida de prevencién sin estar muy clara su eficacia especifica frente a la

infeccién por astrovirus (Bjorkholm y col., 1995; y Yuen y col, 1998).

La manera mas facil de evitar una infeccién por astrovirus es prevenir su transmisién, o sea,
obstaculizar las rutas de transmision del virus hacia las personas. Esto es especialmente
importante donde el contacto entre personas es continuo e indiscriminado como en
guarderias, escuelas, hospitales y centros asistenciales. Por lo tanto, la primera medida a

implementar es establecer unas exigencias minimas de higiene.

Al tratarse de virus de transmisién fecal-oral, es importante tener conciencia de que los
alimentos pueden llegar a ser una fuente importante de contaminacioén virica. Por ello, es
importante que los alimentos sean manipulados de forma adecuada y que el agua destinada

al consumo humano esté debidamente depurada.

Especial mencion merece los fomites o superficies potencialmente transmisoras de

contaminacién (Abad y col.,, 2001). Estas superficies deberian someterse a periodica
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desinfeccion, y se ha demostrado que para ello el metanol al 70% es mas efectivo que

concentraciones similares de etanol o superiores de metanol (Kurtz y col., 1980).

Finalmente, en lo que hace referencia a una futura vacuna, es pronto para el desarrollo de
ésta ya que aun se necesita un mayor conocimiento de los fundamentos de la biologia de
astrovirus. Cuando éstos estén firmemente establecidos, no cabe duda que los intentos de
obtener una vacuna frente astrovirus iran encaminados a que sea efectiva sobre la mayoria
de serotipos existentes y que sea capaz de inducir inmunidad en nifios de corta edad (Naficy
y col., 2000).
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1.4. TECNICAS DE DETECCION Y DIAGNOSTICO DE ASTROVIRUS

1.4.1. Microscopia Electronica

La microscopia electrénica ha sido, es y serd una técnica basica para la deteccion de
cualquier tipo de virus causante de gastroenteritis. En el caso de astrovirus, permitié su
descubrimiento en 1975 y ha sido la técnica mas utilizada para su diagnéstico hasta la

aparicion de las técnicas moleculares.

No obstante, presenta dos limitaciones importantes: su limite de sensibilidad estimado en
aproximadamente 10°-107 virus por gramo de heces (Madeley y Cosgrove, 1975) y la
dificultad de diferenciar entre astrovirus y otros virus con una morfologia similar, como
pueden ser los Norovirus o los Sapovirus, incluso para un microscopista especializado. Solo
un 10% de los astrovirus presentes en las heces de un paciente infectado presentan la
caracteristica morfologia en forma de estrella (Oliver y Phillips, 1988).

1.4.2. Ensayos Inmunolégicos

1.4.2.1. Inmunoelectromicroscopia

La sensibilidad y especificidad de la microscopia electrénica se incrementd con la aparicion
de anticuerpos especificos frente astrovirus. De este modo, se pusieron a punto técnicas de
inmunoelectromicroscopia en fase sélida (SPIEM) en las que las rejillas de microscopia
electrénica eran recubiertas con el anticuerpo especifico frente al virus (Konno y col., 1982;
Oliver y Phillips, 1988; y Qishi y col., 1994). Estas técnicas también permitieron realizar el
serotipado de astrovirus a partir de la utilizacién de los anticuerpos policlonales de conejo de
referencia (Kurtz y Lee, 1984; Moe y col., 1991; Kjeldsberg, 1994; y Taylor y col., 2001b).
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1.4.2.2. Ensayos inmunoenzimaticos

Herrmann y col. disefiaron los primeros ensayos inmunoenzimaticos (E.L.I.S.A.) para la
deteccidn especifica de astrovirus. Los ensayos se basaban en recubrir la placa de
E.L.1.S.A. con el anticuerpo monoclonal 8E7 el cual reconoce un epitopo comdn a todos los
serotipos. Posteriormente, la placa era incubada con la muestra fecal y los astrovirus
capturados por el anticuerpo monoclonal eran detectados con un anticuerpo policlonal de
conejo especifico frente astrovirus (Herrmann y col., 1990).

Con diferencia, éste ensayo inmunoenzimético ha sido el mas utlizado en estudios
epidemiolégicos (Herrmann y col., 1991; Lew y col., 1991; Cruz y col., 1992; y Shastri y col.,
1998).

Hoy en dia existe en Europa un kit comercial de diagnéstico de astrovirus distribuido por la
compafiia DAKO Diagnostics (United Kingdom), “IDEIA™ Astrovirus EIA”, equivalente al

ensayo inmunoenzimatico puesto a punto por Herrmann y col.

En general, los ensayos inmunoenzimaticos presentan una sensibilidad ligeramente superior
a las técnicas microscopicas, con un limite de sensibilidad de 10°-10° virus por gramo de

heces, y una especificidad que puede alcanzar el 98%.

1.4.2.3. Ensayos de aglutinacion

Estos ensayos basados en la utilizacion de anticuerpos policlonales y bolas de latex han
sido poco utilizados debido a que su sensibilidad no supera la de los ensayos
inmunoenzimaticos y tienen dificultades para detectar mas de un serotipo de astrovirus. Por
contrapartida presentan las ventajas de ser métodos faciles y rapidos de realizar (Kohno y
col., 2000; y Komoriya y col., 2003).

1.4.3. Inmunofluorescencia

La deteccion de diferentes antigenos de astrovirus por inmunofluorescencia es una técnica
uatil para la deteccion de virus infecciosos, su serotipado, su cuantificacion y la localizacion
subcelular de las diferentes proteinas viricas de astrovirus adaptados a replicar in vitro en
cultivos celulares (Taylor y col., 1997; Guix y col.; 2004b). Esta técnica se basa en la
utilizacion de anticuerpos secundarios marcados con fluorocromos para detectar el complejo

antigeno-anticuerpo primario en cultivos infectados.
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1.4.4. Métodos moleculares

1.4.4.1. Hibridacién especifica de acidos nucleicos

Estas técnicas se basan en la utilizacion de sondas de ADNc o ARN marcadas con is6topos
radioactivos, o bien con biotina o con digoxigenina, que son complementarias al genoma de

astrovirus.

La hibridacion fue una de las primeras técnicas moleculares utilizadas en la deteccion de
astrovirus. Su sensibilidad no mejoraba las prestaciones que se alcanzaban con la
microscopia electrénica o técnicas inmunoldgicas, pero permitia identificar de forma
inequivoca la presencia de genomas de astrovirus en aquellas muestras en las que la
morfologia y/o la antigenicidad del virus no estaban bien conservadas y por lo tanto podian
dar lugar a falsos negativos por las técnicas anteriormente mencionadas (Moe y col., 1991; y
Willcocks y col., 1991).

Posteriormente, Belliot y col., (2001) pusieron a punto una técnica de hibridacién en estado
liguido que presentaba una elevada especificidad de forma que era capaz de detectar

genomas de astrovirus y realizar una primera clasificacion segun el genogrupo de astrovirus.

1.4.4.2. RT-PCR: Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction.

La implantacion de la RT-PCR como técnica basica en laboratorios de investigacion y
diagnéstico para cualquier tipo de muestra, ya sea de origen fecal o ambiental, ha abierto las
puertas a la realizacién de estudios tanto epidemiolégicos como filogenéticos en base al
andlisis de las secuencias de los genomas de los virus detectados.

Las principales ventajas de la RT-PCR frente al resto de técnicas de deteccion son su
elevada sensibilidad, elevada especificidad, la no limitacion de reactivos como era el caso
de los inmunoensayos y los anticuerpos especificos frente al virus, y la posibilidad de
implementar sistemas de genotipado. Por otro lado, y al igual que pasa con la mayoria de
las técnicas de diagndéstico basadas en la deteccion de proteinas o del genoma, presenta el
inconveniente de que es incapaz de diferenciar entre particulas infecciosas y no infecciosas,

discriminacién muy importante en epidemiologia ambiental.

A nivel de las diferentes RT-PCR disefiadas para la deteccion de astrovirus se puede hablar
de dos tipos: RT-PCR genéricas (detectan todos los serotipos) y RT-PCR especificas de
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serotipo. En cualquier caso, el tamafio del amplimero obtenido no acostumbra a superar las
700 pb, y por norma general se estima que la sensibilidad de las distintas RT-PCR oscila

entre los 10 y 100 virus por reaccion.

1.4.4.2.1. RT-PCR genéricas

Las diferentes RT-PCR genéricas que se han disefiado no se centran en la
amplificacién de una zona concreta del genoma de astrovirus, sino que amplifican
zonas muy distantes dentro del genoma. Entre las mas comunmente utilizadas

destacan, agrupadas por la zona del genoma que amplifican, las siguientes:

@ ORFla: La RT-PCR basada en los cebadores Mon340 y Mon348 amplifica una
region del genoma del virus donde se encuentra el dominio catalitico de la
putativa proteasa del virus la cual estd muy conservada entre los diferentes
serotipos (Belliot y col., 1997a). Esta RT-PCR ha sido utilizada en varios estudios
epidemiolégicos (Traore y col., 2000; y Cunliffe y col., 2002).

Cabe destacar también la RT-PCR basada en los cebadores Al y A2 que
amplifica una regién del extremo 3' del ORFla y que ha sido utilizada en la
descripcion de delecciones en el genoma (Willcocks y col, 1994a) asi como en
estudios epidemioldgicos (Guix y col., 2002) y en la puesta a punto de un método

de genotipado (Guix y col, manuscrito en preparacion).

@ ORF1b: En esta zona destaca la RT-PCR basada en los cebadores Mon343 y
Mon344 la cual amplifica una regién del genoma correspondiente a la ARN
polimerasa (Belliot y col., 1997c). Sin embargo, esta RT-PCR no ha sido utilizada
de forma asidua en estudios epidemioldgicos.

@ ORF1b-ORF2: La amplificacion de esta region del genoma con los cebadores
Mon270 y Mon344 permiti6 identificar la primera cepa recombinante salvaje de
astrovirus humanos (Walter y col., 2001).

@ 5'-ORF2: Sin lugar a dudas, las RT-PCR basadas en la amplificacion de esta
zona del genoma han sido las mas utilizadas para la realizacion de estudios
epidemiolégicos. Entre todos los pares de cebadores destacan la pareja
Mon244/Mon245 descritos por Noel y col. (1995). La buena correlacion entre la
secuencia del amplimero y el serotipo del virus ha hecho que esta RT-PCR haya

sido utilizada en un gran nimero de estudios epidemiol6gicos como base para
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realizar un serotipado molecular de las muestras (Palombo y Bishop, 1996;
Gaggero y col., 1998; y Guix y col., 2002). Hoy en dia se dispone en el GenBank

de una gran cantidad secuencias nucleotidicas de esta region.

@ 3'-ORF2: Esta zona es la region mas variable del genoma de astrovirus por lo
que el disefio de RT-PCR genéricas para la deteccion de astrovirus ha sido muy
limitado. Hasta el momento sélo se han descrito un par de RT-PCR que tienen el
inconveniente de no poder detectar los diferentes serotipos de astrovirus en su
totalidad (Saito y col., 1995; y Sakon y col., 2000).

@ 3'-UTR: Las diferentes RT-PCR que amplifican la region 3’ no traducida del
genoma de astrovirus presentan una elevada sensibilidad debido al pequefio
tamafio del amplimero obtenido (Jonassen y col., 1993; y Mitchell y col., 1995).
Por esta razon, éstas son las RT-PCR mas utilizadas en la deteccion de
astrovirus en muestras de origen ambiental (Marx y col., 1998; y Taylor y col.,
2001a) y muestras de marisco (Le Guyader y col., 2000).

1.4.4.2.2. RT-PCR especificas de serotipo

A diferencia de las RT-PCR genéricas, las RT-PCR especificas de serotipo se
centran en amplificar zonas muy concretas de la regién 3' del ORF2. La gran
variabilidad de esta region permite genotipar y serotipar los virus en funcién del
tamafio del amplimero obtenido sin necesidad de realizar secuenciacién de &cidos

nucleicos.

De este modo, Matsui y col. (1998) disefiaron una RT-PCR que se basaba en la
utilizacién de un cebador comun a todos los serotipos y una mezcla de cebadores
especificos de serotipo de manera que se podia distinguir los diferentes serotipos de

astrovirus en funcion del tamafio del amplimero obtenido.

Un disefio similar fue llevado a cabo por Mitchell y col. (1999) introduciendo una serie
de modificaciones a su RT-PCR del 3'-UTR (Mitchell y col., 1995).

1.4.4.3. RT-PCR atiempo real (Real Time RT-PCR)

Una de las limitaciones de la RT-PCR es que se trata de una técnica cualitativa, presencia o

ausencia de virus, y por lo tanto no permite la cuantificacion de la carga viral de la muestra.
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Hoy en dia esta limitacién esta siendo superada gracias a la aparicion de la RT-PCR a
tiempo real que permite determinar la cantidad de genomas viricos en una muestra. Esta
técnica novedosa fue disefiada inicialmente para realizar un seguimiento a nivel clinico de
las viremias en pacientes con enfermedades como hepatitis C o SIDA y que estaban siendo
sometidos a algun tipo de tratamiento antiviral. Esta técnica una sensibilidad equiparable a
la RT-PCR convencional, pero permite la cuantificacién de virus en casos como los descritos
anteriormente, donde nos encontramos con cargas viricas importantes. También presenta la
ventaja de ser un proceso mas facilmente estandarizable y automatizable que la RT-PCR

convencional.

Con respecto a la deteccion y cuantificacion de astrovirus ya ha aparecido un estudio que
utiliza la RT-PCR a tiempo real para la cuantificacion de virus en aguas residuales (Le Cann
y col., 2004).

1.4.4.4. Métodos moleculares combinados

1.4.4.4.1. Infeccion en cultivo y RT-PCR: CC - RT-PCR

Esta técnica combinada esta pensada para eliminar inhibidores de la reaccion de RT-
PCR e incrementar su sensibilidad en aquellas muestras en las que la carga virica es
muy baja. Al realizar un pasaje de las muestras por cultivo celular, se consigue que
los virus infecciosos presentes en bajo nimero repliquen y aumenten su nimero de
manera que cuando el producto de la infeccion sea analizado por RT-PCR dé un
resultado positivo.

Este tipo de técnica combinada ha sido utilizada principalmente en estudios
ambientales (Abad y col., 1997; Mustafa y col., 1998; y Chapron y col., 2000).

1.4.4.4.2. Infeccidn en cultivo celular y microscopia de fluorescencia

Si bien no se trata de una técnica con una parte estrictamente molecular, Matsui y
col. (2001b) pusieron a punto un método de deteccion de astrovirus infecciosos
basado en una linea celular reporter obtenida por biotecnologia. Este método se
basa en la linea celular CaCo-2 transformada de forma estable con una construccién
que contiene bajo el promotor del virus de sarcoma de Rous el ADNc de astrovirus
con dos modificaciones: una mutacion que anula la funcion ARN polimerasa del

virus; y la sustitucion de las proteinas estructurales del virus por el gen de la green
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fluorescent protein (GFP). De este modo, la presencia de astrovirus infecciosos en la
muestra a analizar permite que en las células infectadas se complemente la actividad
ARN polimerasa y se sintetice el teérico ARN subgendmico que daria lugar a la
sintesis de las proteinas de la cdpside del virus, pero que al haber sido substituidas
por el gen de la proteina GFP, se expresa ésta Ultima la cual es facilmente

detectable con un microscopio de fluorescencia.

1.4.4.4.3. RT-PCR y polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion: RT-PCR
- RFLP

Esta técnica permite distinguir entre los diferentes genotipos de astrovirus sin
necesidad de realizar técnicas inmunolégicas ni de secuenciacion de acidos
nucleicos (Guix y col., manuscrito en preparacion). Una region del extremo carboxi-
terminal del ORF1a del genoma es amplificada por RT-PCR con los cebadores Al y
A2, y el amplimero, que presentaba un tamafo variable en funcion del serotipo y/o
genotipo (entre 189 pb y 237 pb), es digerido con la enzima de restricciéon Dde |I.
Cada genotipo tiene asociado unos patrones de digestién concretos (patron RFLP)
de forma que en funcién de dicho patrén se puede asociar el aislado con un genotipo

u otro.

1.4.5. Secuenciacién de acidos nucleicos

Los primeros estudios de variabilidad genética en astrovirus confirmaron la existencia de
una buena correlacién entre el serotipo y el genogrupo o subgenogrupo deducido a partir de

la secuencia de una region del extremo amino-terminal del ORF2 (Noel y col., 1995).

Més adelante se demostré que las agrupaciones filogenéticas variaban en funcion de la
zona del genoma analizada. Se observlé que los andlisis basados en el ORF1b o ORF2
daban lugar a agrupaciones filogenéticas equidistantes que correlacionaban perfectamente
con los serotipos, mientras que al analizar el ORF1a, los virus se agrupaban claramente en
dos agrupaciones diferentes denominados genogrupo A (incluye los serotipos del 1 al 5y el
8) y genogrupo B (incluye los serotipos 6 y 7) (Belliot y col., 1997c).

Estas diferencias en la distribucién de las agrupaciones filogenéticas en funcién de las
zonas analizadas sugieren la existencia de diferentes presiones selectivas sobre distintos
puntos del genoma asi como la posibilidad de la existencia de fenbmenos de recombinacion

entre diferentes virus a lo largo de su historia evolutiva (Lukashov y Goudsmit, 2002).
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1.5.BACULOVIRUS: VECTORES DE EXPRESION GENICA HETEROLOGA

1.5.1. Baculovirus: Perspectiva Histérica

Los diferentes baculovirus forman parte de uno de los grupos mas importantes de virus que

tienen como hospedadores naturales diferentes especies de insectos.

A pesar de que son virus que no afectan directamente al género humano, su existencia
siempre ha sido fuente de preocupacion para el hombre debido a su asociacion con

enfermedades en insectos de interés econémico como el gusano de seda y la abeja.

A medida que aumentaba el conocimiento biolégico de estos virus, el hombre empezé a
mostrar interés gracias a su utilidad como pesticida biolégico alternativo a los pesticidas

guimicos, y mas adelante como herramienta en biologia molecular.

A principios del siglo XIX se asocié una enfermedad del gusano de seda con unos cuerpos
cristalinos de forma poliédrica llamados por aquel entonces poliedro (de la palabra polyhedra
en latin). Pero no fue hasta 1947 cuando Gernot Bergold describié que este poliedro estaba
formado por una matriz proteica que en su interior contenia unos viriones en forma de
baston (morfologia caracteristica de los baculovirus). Precisamente, en referencia a su
morfologia, el nombre de baculovirus deriva de la palabra baculum, que significa baston en

latin.

Varios estudios de las décadas de los afios 40 y 50 ya apostaron por la utilizacion de los

baculovirus como pesticidas biolégicos (Steinhauss, 1947). Actualmente en Brasil, mas de
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un millén de hectareas son tratadas con un baculovirus para controlar las posibles plagas de
la mariposa de la soja; y en Europa un tratamiento similar es utilizado para controlar la polilla

de la manzana (Moscardi, 1999).

Un importante paso en el estudio de estos virus llegd a partir de los afios 60 con el
establecimiento de cultivos celulares que permitian su replicacién in vitro (Grace, 1962; y

Hink, 1970) y de ensayos de cuantificacion por calvas (Hink y Vail, 1973).

Finalmente, a partir de los afos 70, el estudio de los baculovirus se ha centrado
principalmente en tres vias de investigacion:

- su utilizacién como vectores de expresion heteréloga,

- generacion de biopesticidas modificados genéticamente,

- modelo de replicacién, ensamblaje e interaccién con la célula huésped.

1.5.2. Caracteristicas Bioldgicas

1.5.2.1. Morfologia y Estructura

Los baculovirus se caracterizan por presentar dos formas de particulas infecciosas
morfolégicamente diferentes: viriones individualizados con envuelta lipidica, y viriones
embebidos en una matriz cristalina proteica, “poliedro”. Ambas formas se producen de forma

secuencial en el ciclo de multiplicacion bifasico del virus (Williams y col., 1997).

En ambos casos, el virién presenta una capside en forma de bastén con un tamafio de 250-
300 nm de largo por 30-60 nm de diametro (Funk y col.,, 1997). Se ha sugerido que la
existencia de un extremo diferencial en la estructura de la capside puede estar relacionado
con alguna funcion bioldgica en el ciclo replicativo del virus (Fraser, 1986; y Vialard y
Richardson, 1993). La capside esta formada mayoritariamente por una proteina de 35-40
kDa (Summers y Smith, 1978; Pearson y col., 1988; y Thiem y Miller, 1989).

En el interior de la capside esta el genoma del virus constituido por un acido nucleico de
ADN bicatenario circular de un tamafio entre 90 y 160 kpb.

En los viriones individualizados, la capside esta rodeada por una membrana lipidica
adquirida en la liberacién del virus al exterior celular por evaginacién de la membrana
plasmaética de la célula huésped. Esta morfologia es la responsable de la infeccion célula a

célula tanto in vivo dentro del insecto como in vitro en cultivo celular.
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Por otro lado, los viriones contenidos en el poliedro estan rodeados de una matriz cristalina
formada por una proteina mayoritaria de 29 kDa llamada poliedrina. Esta forma embebida
del virus, que puede alcanzar las 15 micras de diametro, es la que permite la transmision del

virus entre diferentes individuos debido a su elevada resistencia en el medio ambiente.

1.5.2.2. Taxonomia y Clasificacién

Los virus que infectan insectos se clasifican en diferentes familias en funcion del tipo de
acido nucleico que presentan y de la presencia o ausencia de envuelta lipidica alrededor de
la capside.

Los baculovirus presentan un genoma de ADN bicatenario circular y envuelta lipidica, y se
incluyen dentro de la familia Baculoviridae. Esta familia se divide al mismo tiempo en dos
géneros: Granulovirus y Nucleopolyhedrovirus. La diferencia entre ambos esta en la
cantidad de viriones que forman parte de cada poliedro. En el caso de los Granulovirus, el
namero de viriones siempre es uno, mientras en el caso de los Nucleopolyhedrovirus este

namero puede superar facilmente los 20 viriones.

Dentro de cada género hay un miembro representativo. El Autographa californica
nucleopoliedrovirus (AcNPV) es el miembro tipo de los Nucleopolyhedrovirus, mientras en el
caso de los Granulovirus, este nombramiento corresponde al Cydia pomonella granulovirus
(CpGV).

Entre todos los baculovirus, el mejor estudiado es el AcCNPV.

1.5.2.3. Replicacion, Transcripcion y Traduccion del Genoma

El ciclo replicativo de los baculovirus presenta dos fases: una primera fase en la que el
poliedro infecta las células intestinales de las larvas, y una segunda en la que los virus
originados en la primera fase llevan a cabo la subsiguiente infeccion de los tejidos

secundarios.

Una vez el virion ha entrado en una célula, las nucleocapsides, formadas por la capside y el
genoma, se dirigen hacia el interior del nicleo donde tiene lugar el desensamblaje de la
capside y la liberacién del genoma. Todos estos pasos tienen lugar de forma rapida, ya que
se ha demostrado in vitro que a los 15 minutos de la infeccion ya se detecta ARN viral de

nueva sintesis.
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En el genoma de los baculovirus existen mas de 300 ORF que presentan una expresion
diferencial en el tiempo. En base a la expresion diferencial de los genes, el ciclo replicativo

de los baculovirus se divide en tres fases secuenciales en el tiempo:

@ Fase temprana: La fase temprana de la replicacion se alarga desde las 0 a las 6-9
horas tras la infeccion. Esta fase se caracteriza por la expresién de genes
activadores de la transcripcion, de la ARN polimerasa virica, de factores de
replicacion del ADN, de supresores de apoptosis y otros. Los productos de estos
genes preparan la célula para la inminente sintesis de gran cantidad de
componentes de origen virico que pueden llegar a representar un tercio de la masa
celular total. También se produce un bloqueo del ciclo celular acumulando las células
en fase S (fase de sintesis).

@ Fase tardia: Esta fase se alarga desde las 6 a las 18 horas tras la infeccion. En ella,
tiene lugar la replicacion del genoma virico asi como la expresién de los genes
estructurales necesarios para la produccion de nuevos viriones.

@ Fase muy tardia: Esta fase, que dura desde las 18 horas hasta la muerte de la célula
huésped, se caracteriza por la sobreexpresién de genes que dan lugar a la formacion
de la matriz cristalina que embebera a los viriones acabando en la produccién de la
forma poliédrica del virus. Entre estos genes destaca el gen polh que codifica para la
proteina mayoritaria de la matriz cristalina, la poliedrina, y el gen pl0. Los
promotores de transcripcion de estos genes presentan unos motivos TAAG que
hacen que se expresen a muy elevados niveles dando lugar a grandes cantidades de

proteina al final del ciclo replicativo del virus.

1.5.3. Los Baculovirus como Vectores de Expresion Génica Heter6loga

En el campo de la biotecnologia, los baculovirus son conocidos por su alta eficiencia como
vectores de expresion génica heterdloga en células eucariotas (O’'Reilly y col., 1992; Jarvis,
1997; y Kost y Condreay, 1999).

Los vectores de expresion de baculovirus se caracterizan por su capacidad de producir
inmensas cantidades de proteinas heter6logas funcionales. Ademas, dichas proteinas, al
encontrarse bajo un entorno celular eucariota, adquieren muchas de las modificaciones

post-traduccionales y plegamientos que tendrian en su entorno natural.

El sistema de expresién de baculovirus ha sido utilizado en cientos de estudios dentro del
campo de la virologia con aplicaciones directas sobre el conocimiento de la estructura y
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funcionalidad de las proteinas expresadas, produccién de particulas virus-like y desarrollo

de vacunas recombinantes.

La utilizacién de los baculovirus como sistema de expresion se basa en la sustitucion de los
genes de la fase muy tardia, principalmente polh y p10, por los genes de interés. Estos
genes de expresién muy tardia se caracterizan por tener elevadisimos niveles de expresion
y por ser prescindibles en el ciclo replicativo del baculovirus. De este modo, no se pone en
peligro la replicacion del virus y se obtienen enormes cantidades de la proteina de interés en
el medio de cultivo.

En los inicios de la utilizacién de este sistema de expresion, la construccion de los vectores
de expresion era lenta y dificil. Hoy en dia, con los avances de la biologia molecular y
biotecnologia, existen kits comerciales que aseguran la obtencién de los vectores de
expresion en un periodo de tiempo corto y con una eficiencia préxima al 100%. Ademas,
estos kits comerciales presentan un amplio abanico de posibilidades en lo que hace

referencia a la expresion génica multiple y obtencion de proteinas de fusién.

37



38



39

2. OBJETIVOS



40



2. Objetivos

Objetivos

Los objetivos marcados al comienzo del trabajo presentado en esta memoria se agruparon

en dos blogues: replicacion y morfogénesis de astrovirus.

En cuanto a la replicacion, los objetivos fueron:

Puesta a punto de una técnica molecular rapida, sencilla y fiable para la
cuantificaciébn de astrovirus (RT-PCR competitiva) y su aplicacion en un estudio
epidemiolégico con el fin de determinar los niveles de carga virica excretados en las
heces de nifios con gastroenteritis causadas por astrovirus y de establecer si hay
diferencias entre los diferentes serotipos o genotipos del virus.

En caso de encontrar dichas diferencias entre los diferentes serotipos o genotipos,
estudiar el papel de la proteina nsP1a/4 de astrovirus en la replicacién del ARN virico

y produccién de progenie virica.

En cuanto a la morfogénesis, los objetivos fueron:

Obtencién de particulas virus-like (VLPs) de astrovirus en el sistema de expresion
heteréloga de baculovirus recombinantes segun dos de los modelos de ensamblaje
de la cépside virica descritos en la bibliografia y su utilizacion como modelo del virus

en estudios morfogénicos.
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3. ESTUDIOI:

CUANTIFICACION DE ASTROVIRUS POR RT-PCR COMPETITIVA.
APLICACION EN UN ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO
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3.1. ANTECEDENTES

Desde que en 1975 Madeley y Cosgrove aplicaran el término de astrovirus para describir
unas particulas de unos 28 nm de diametro con apariencia estrellada en las heces de nifios
hospitalizados con diarrea, la microscopia electrénica ha sido la herramienta mas utilizada
para el diagnéstico de astrovirus como agente infeccioso causante de gastroenteritis
(Kjeldsberg, 1977; Berthiaume y col.,1981; Konno y col., 1982; y Kurtz y Lee, 1987). La
inmunoelectromicroscopia era la técnica elegida para confirmar que las particulas viricas

encontradas en las heces de los pacientes eran astrovirus.

Aunque su importancia médica fue cuestionada en el pasado, la aparicién de técnicas de
diagnostico més sensibles que la microscopia electrénica y los inmunoensayos, como la RT-
PCR (Jonassen y col., 1993; Mitchell y col., 1995; Noel y col., 1995; y Belliot y col., 1997a),
han situado a los astrovirus entre los mas importantes agentes viricos causantes de

gastroenteritis en nifios.

Hoy en dia, existen un sinfin de estudios epidemioldgicos en todo el mundo que han puesto
de manifiesto dicha causalidad (Herrmann y col., 1991; Lew y col., 1991; Moe y col., 1991;
Shastri y col., 1998; Gonzélez y col., 1998; Bon y col., 1999; Traore y col., 2000; Cunliffe y
col.,, 2002; y Guix y col., 2002). La mayoria de los estudios se han realizado sobre la
poblaciéon infantil, pero también se han descrito casos en personas de avanzada edad e

inmunosuprimidos (Gray y col., 1987; Cox y col., 1994; y Coppo y col., 2000).

Normalmente, la infeccibn causada por astrovirus produce una sintomatologia de baja

severidad, incluso con casos asintomaticos (Cruz y col., 1992; y Maldonado y col., 1998).
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Los sintomas clasicos de una gastroenteritis causada por astrovirus son una diarrea suave
acompafiada de voémitos, fiebre y/o dolor abdominal, y que no acostumbra a precisar
hospitalizacion. Los sintomas suelen remitir a los 4 dias de su aparicion (Greenberg y
Matsui, 1992), aunque se han observado casos en los que tanto la sintomatologia como la
excrecion de virus en las heces se han prolongado en el tiempo dando lugar a cuadros
clinicos de deshidratacién con la consecuente hospitalizacion del paciente (Naficy y col.,
2000). Son muy pocos los casos descritos de gastroenteritis causadas por astrovirus que
hayan llevado al fallecimiento del enfermo.

En la mayoria de estudios epidemioldgicos, la prevalencia de astrovirus se sitla alrededor
del 2.5 - 10%, por detras de rotavirus y al mismo nivel que calicivirus. Por serotipos, los mas
prevalentes son el 1 y el 3, siendo los serotipos 5, 6 y 7 los menos frecuentes (Gaggero y
col., 1998; Mustafa y col., 1998; Bon y col., 1999; Foley y col., 2000; y Svenungsson y col.,
2000; y Guix y col., 2002). Concretamente en Espafia existen tres estudios epidemioldgicos
de astrovirus: uno en la ciudad de Zaragoza con una prevalencia del 5.5% (Lépez y col.,
2000), otro en Madrid con una prevalencia del 11.4% (Dalton y col., 2002) y otro en la area
metropolitana de Barcelona con una prevalencia del 4.9% (Guix y col., 2002). En los dos

ultimos casos, el serotipo mas prevalente fue el HAstV-1.

Hasta el momento existen muy pocos datos acerca de la patogénesis causada por la
infeccion de astrovirus asi como de su estrategia de replicacion en el intestino y de los
niveles de carga virica producidos. Del mismo modo, no se ha sugerido ninguna relacién
entre la carga viral en heces, la severidad de la sintomatologia y el serotipo de astrovirus

causante de la enfermedad.

Los objetivos de este estudio fueron determinar los niveles de carga virica en las heces de
pacientes provenientes de un estudio epidemiolégico realizado sobre la poblacién infantil del
area metropolitana de la ciudad de Barcelona, e intentar establecer una relaciéon entre carga
virica, severidad de la sintomatologia y serotipo y/o genotipo de astrovirus causante de la
enfermedad.

Para conseguir estos objetivos se puso a punto una técnica de RT-PCR competitiva que
permitiese determinar la carga de astrovirus en cualquier tipo de muestra. La eficiencia de
esta técnica fue contrastada con una suspension de astrovirus purificados de concentracion

conocida.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Virus y Lineas Celulares

A lo largo de este estudio se utilizo la linea celular CaCo-2 vy la cepa p23795 del astrovirus
humano serotipo 4 (HAstV-4) adaptada a cultivo celular. En el apartado 7.1 se detallan las
caracteristicas de la linea celular y el protocolo de subcultivo, asi como el origen de la cepa

virica mencionada.

3.2.2. Purificacion de Astrovirus en Gradientes de Sacarosa

La primera parte del estudio que se llevé a cabo fue la puesta a punto de un método de
obtencion de suspensiones de astrovirus purificados mediante gradientes de sacarosa.

Brevemente, la técnica de purificacién de virus consistia en ultracentrifugar un mililitro de
suspension de astrovirus concentrada (ver apartado 7.2.1) a través de un gradiente de 9 ml
preformado de sacarosa del 0% al 45% (p/p) en tampdén TNE (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100
mM y EDTA 10 mM). Las condiciones de la ultracentrifugacion eran: 2 h 45 min a 205.000 g
a 4 °C en el rotor SW-41 (Beckman).

Tras la centrifugacién, el gradiente era fraccionado con la ayuda de una bomba peristaltica

P-1 (Amersham Pharmacia) en fracciones de aproximadamente 0.3 ml.

a7



3. Cuantificacién de Astrovirus por RT-PCR Competitiva

Para determinar en qué fracciones del gradiente se encontraba el virus, se realizdé un ensayo
inmunoenzimatico (E.L.1.S.A.) de captura basado en el método previamente descrito por
Herrmann y col. (1990). Brevemente, la placa de E.L.I.S.A. era recubierta con el anticuerpo
monoclonal (MAb) 8E7, y tras incubarla con las diferentes fracciones del gradiente, los virus
eran detectados con un anticuerpo policlonal de conejo anti-HAstV-1 (ver apartado 7.3). Las
muestras antigénicamente positivas eran examinadas bajo el microscopio electrénico para
observar la presencia y cuantificar el numero de particulas viricas (ver apartado 3.2.3).
Aquellas fracciones en las que coincidiese la presencia de antigeno y de genoma viricos

eran claras candidatas a contener astrovirus infecciosos purificados.

Finalmente, para determinar en qué fracciones antigénicamente positivas estaba presente el
genoma del virus, se realizé una extraccion de acidos nucleicos de dichas fracciones segun
el método de Boom y col. (1990) (ver apartado 7.4). Los genomas del virus se detectaron
por dot blot e hibridacion molecular con una sonda de ADNc de 412 pb marcada con
digoxigenina y especifica de una region del ORF2 del genoma de astrovirus (ver apartado
7.5).

3.2.3. Determinacion del NUmero de Particulas Viricas

Una vez estandarizado el método de purificaciéon de astrovirus en gradientes de sacarosa,
se determind el ndmero de particulas viricas infecciosas en las diferentes fracciones

antigénicas.

Para ello se utiliz6 el método basado en la combinacién de un ensayo de infectividad en
cultivo celular y de deteccién de &acidos nucleicos por RT-PCR (CC-RT-PCR) descrito
previamente por Abad y col. (1997). Brevemente, el método se basaba en infectar
monocapas de células CaCo-2 con diluciones decimales de cada fraccion a titular (ver
apartado 7.2.1). El medio y las células eran recogidos a los 4-6 dias post-infeccién, y tras
realizar una extraccion de acidos nucleicos (ver apartado 7.4), se evaluaba la presencia de
genomas de astrovirus mediante RT-PCR (ver apartado 7.6).

La RT-PCR se realizaba con los cebadores Al (5-CCTGCCCCGAGAACAACCAAGC-3) y
A2 (5-GTAAGATTCCCAGATTGGTGC-3"), descritos con anterioridad por Willcocks y col.
(1994b). Las enzimas utilizadas fueron la M-MLV RT (Promega) y la Expand High Fidelity
PCR System (Roche). La amplificacion del ADNc obtenido mediante retrotranscripcion se
llevaba a cabo siguiendo el programa de PCR detallado a continuacion: una
desnaturalizacion inicial de 3 min a 95 °C; 40 ciclos de amplificacién desglosados en una
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desnaturalizacion de 30 sec a 94 °C, una hibridacion de 30 sec a 55 °C y una elongacién de
30 sec a 72 °C; y una elongacion final de 7 min a 72 °C. El amplimero resultante de 192 pb
era visualizado tras electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (ver apartado 7.7). El titulo
infeccioso de cada fraccion se expres6 como unidades de RT-PCR en cultivo celular por

mililitro (uUCC-RT-PCR/ml) teniendo en cuenta la tltima dilucién positiva por RT-PCR.

También se determin6 el nUmero de particulas viricas fisicas en las diferentes fracciones
antigénicas. Con este fin, se realiz6 un recuento de particulas viricas bajo el microscopio
electrénico de transmision en comparacion con el nimero de particulas de oro coloidal de 42

nm de una suspension de concentracion estimada por densidad.

Brevemente, tras dializar las fracciones durante 24 h frente a tampén TNE, 10 ni de la
fraccion junto con 1 nml de la suspension de particulas de oro coloidal de 42 nm de
concentracién conocida eran colocados sobre una rejilla de cobre carbonatada (400 mesh).
Tras 15 min de adsorcién, la rejilla era tefiida durante 1-2 min con PTA al 2% (pH 6.5).
Finalmente, las rejillas eran observadas en el microscopio electrénico de transmisién Hitachi
HT600 AB. Entonces, se enumeraba las particulas viricas y las particulas de oro coloidal
presentes en diferentes campos. La concentracién de virus en la suspension era estimada
en relacién al nimero de particulas de oro coloidal contadas, ya que la concentracion de

éstas Ultimas era conocida.

3.2.4. Construccion de un Control Interno de ARN

Para la puesta a punto de la RT-PCR competitiva lo primero que se requiere es la
construccién de un control interno de ARN que pueda competir con los genomas viricos en
la reaccion de RT-PCR. La Figura 3.1 muestra un esquema de los principales pasos en la

construccién del control interno de ARN para la RT-PCR con los cebadores Al y A2.

Para la construccién del control interno de ARN se partié del amplimero de 192 pb obtenido
por RT-PCR a partir del genoma del HAstV-4, cepa p23795. La RT-PCR se realiz6 de la
misma forma que en el apartado 3.2.3, pero en este caso las enzimas utilizadas fueron la M-
MLV RT (Promega) y la Pwo DNA Polymerase (Roche) con el fin obtener un amplimero con

extremos romos (Paso 1, Figura 3.1).

El amplimero de 192 pb, que contenia dos dianas de restriccion Dde | separadas por 57 pb,
fue digerido con dicha enzima durante 12 h a 37 °C, obteniéndose tres moléculas de ADN de
71, 57 y 64 pb desde el extremo 5’ al 3’ del amplimero original (Paso 2, Figura 3.1).
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Figura 3.1: Esquema de la construccion del control interno de ARN; donde C.R.: producto de colonia
recombinante; D.: producto de digestién; L.: producto de ligacion; M: marcador de peso molecular; y
N.D.: producto no digerido. Pesos moleculares expresados en pares de bases.
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Dichas moléculas fueron purificadas mediante precipitacién (ver apartado 7.8), y ligadas
durante 16 h a 4 °C con la enzima ligasa del fago T4 (Roche). Entre todos los productos de
ligacion resultantes, la molécula de ADN de 135 pb, correspondiente a la ligacion de las
moléculas de 71 y 64 pb, era la Unica que aln mantenia las secuencias donde hibridan los
cebadores Al y A2, y por lo tanto, era la Unica que podia ser amplificada por PCR con
dichos cebadores siguiendo las mismas condiciones y programa de PCR como si de un

genoma virico se tratase (Paso 3, Figura 3.1).

Utilizando la enzima Pwo DNA Polymerase (Roche) y los cebadores Al y A2, el producto de
ligacion de 135 pb se amplific6 por PCR, y el amplimero resultante, que tenia extremos
romos, fue clonado en el vector pCAP® (Roche) digerido con la enzima de restriccion Miu NI
(Roche). El producto de clonacion fue utilizado para transformar células competentes Library
Efficiency E. coli DH5a (Invitrogen) segun procedimientos clasicos (ver apartado 7.9)
utilizando como antibiético de seleccién la ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml
(Paso 4, Figura 3.1). El vector pCAP® se caracteriza por tener el lugar de clonaje mdltiple en
medio de la secuencia de un gen letal para las células, de modo que sélo las células que

eran transformadas con el vector que habia incorporado el amplimero podian multiplicar.

La insercion del amplimero en el vector de células transformadas fue confirmada por PCR
con los cebadores Pl (5-GATCCTAATACGACTCACTATAGAACCGCCTGTGAAGTGC
TGAAAT-3) y P2 (5-GATCCATTTAGGTGACACTATAGTGTGCGGAGATCAGGTTCTG
ATCCTC-3"), los cuales flanquean el lugar de clonaje multiple del vector y tienen en sus
secuencias los promotores para las enzimas ARN polimerasas de los fagos T7 y SP6
respectivamente. Para ello, varias colonias transformadas fueron resuspendidas en 100 m
de H,Ony Yy hervidas durante 5 min. Tras centrifugacion a 14.000 g durante 5 min, el
plasmido se recuper6 a partir del sobrenadante y fue utilizado como molde para la PCR. La
enzima utilizada fue la Pwo DNA Polymerase (Roche) con el fin de obtener un amplimero
con extremos romos. El programa de PCR const6 de una desnaturalizacion inicial de 2 min a
95 °C; 35 ciclos de amplificacion desglosados en una desnaturalizacién de 40 sec a 95 °C,
una hibridaciéon de 30 sec a 68 °C y una elongacion de 45 sec a 72 °C; y una elongacion
final de 7 min a 72 °C. Las colonias que tuvieran el fragmento bien insertado darian lugar a

un amplimero de 511 pb.

A continuacion se determiné la secuencia nucleotidica con el cebador P2 del amplimero de
511 pb obtenido a partir de una colonia recombinante (ver apartado 7.12). En funcion de la
orientacion en la que se hubiese insertado el fragmento de 135 pb, se decidiria cual de las

dos enzimas ARN polimerasas tenia que ser utilizada para la sintesis del control interno de
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ARN de manera que éste tuviera la misma polaridad que el genoma de astrovirus. De este
modo, el control interno de ARN seria amplificable por RT-PCR con los cebadores Al y A2
al igual que el genoma virico. En nuestro caso resultd ser la enzima ARN polimerasa del
fago T7 (Paso 5, Figura 3.1).

Finalmente, para la sintesis del control interno de ARN, 1 ng del amplimero de 511 pb
(previamente purificado por precipitacién con etanol y acetato sodico) fue transcrito con el
Riboprobe? in vitro Transcription System-T7 (Promega) (ver apartado 7.10), obteniéndose

como producto unos 100 ng ARN/m (Paso 6, Figura 3.1).

3.2.5. RT-PCR Competitiva

Con la sintesis del control interno de ARN ya estdbamos en disposicion de poner a punto la
RT-PCR competitiva con la que cuantificar la carga virica de astrovirus de cualquier tipo de

muestra.

La base tedrica de la RT-PCR competitiva consiste en realizar reacciones de RT-PCR de
diluciones seriadas de una muestra habiendo afadido a cada dilucién una cantidad conocida
de moléculas del control interno de ARN.

De este modo, al llevar a cabo la reaccion de RT-PCR, el genoma virico y el control interno
de ARN competiran por los cebadores, y de aquel ARN que haya mas cantidad, sera el que
se amplifigue mayoritariamente en detrimento del otro. Entre todas las diluciones analizadas
de la muestra, habra una dilucién en la que la cantidad de genoma virico y de control interno
de ARN seran similares, y por lo tanto la cantidad de amplimero sintetizado para cada uno
de ellos seran equiparables. En esta dilucién de la muestra se podra asumir que la cantidad
de genomas viricos sera la misma que la de moléculas de control interno de ARN afiadidas

a la reaccion.

La reaccién de RT-PCR competitiva se baso en la reaccion descrita en el apartado 3.2.3 y

obedecia al siguiente protocolo:

1.- Los acidos nucleicos de 50 ni de muestra eran extraidos segun el método de Boom y col.
(1990) (ver apartado 7.4).
2.- La suspension de &cidos nucleicos era diluida en H,O,q segun una serie dilucional

logaritmica de 0.5 logs,.
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3.- Para cada dilucion, 5 m eran sometidos a un choque térmico de 5 min a 99 °C para
deshacer las estructuras secundarias de los genomas viricos.

4.- Tras el choque térmico, a cada dilucion de la muestra se afiadian 5 ml de la suspensién
del control interno de ARN con un nimero de moléculas conocido (1700 moléculas).

5.- A la mezcla de genomas viricos y control interno de ARN (10 mi) se le afiadian 10 nmi de la

mezcla de RT con la siguiente composicion:

§ Tampon M-MLV RT 5X....ccoviiiiiieeiiie e 4m

§ ANTP 2 MM... e 2n

§ Cebador A2 100 MM.......euviieieiiiiiiiieee e 2m

8 H,Oyq esterilizada por autoclave 45 min..................... 1.72nm

§ Inhibidor de ribonucleasas RNasin® 30 U/ni............... 02m

§  M-MLV RT (200 U/M)..eoeieeeereeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeenne 0.08 m
0omnm

6.- Los ADNc del genoma virico y del control interno de ARN eran obtenidos tras una
retrotranscripcion de 60 min a 42 °C.
7.- Tras la retrotranscripcion, el producto resultante era mezclado con 30 M de mezcla de

PCR con la siguiente composicion:

§ Tampoén Expand HiFi PCR System 10X.................... 5n

§ ANTP 2 MM.ciiiiiiiii e 5m

§  Cebador AL 100 MVl....ccoiieiiiieiiesieee e 0.5 ni

§ Cebador A2 100 MM.....cooiiiiiiie e 0.5m

§  MOCl 25 MM.....oeieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 4

8 H,Oyq esterilizada por autoclave 45 min..................... 14.85 m

§ Expand HiFi PCR System (3.5 U/ml).................... 0.15 i
30 ni

8.- Los ADNc eran amplificados por PCR siguiendo el siguiente ciclo de amplificacion:

3 mina95°C

30seca94°C

30secab55°C x 40 ciclos
30seca72°C

7mina72°C
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9.- De los productos de PCR, 20 ni eran analizados en un gel de poliacrilamida al 9% (ver
apartado 7.7).

10.- Finalmente, el nimero de genomas de astrovirus presentes en la muestra era estimado
a partir de la dilucion de la muestra en la que los amplimeros del genoma virico y del control
interno de ARN presentaban la misma intensidad. De este modo se podia asumir que el
numero de genomas de astrovirus en esa dilucion de la muestra era aproximadamente el

mismo que el nimero de moléculas de control interno de ARN afiadidas (1700 moléculas).

De este modo, y teniendo en cuenta la dilucion de la muestra, volumen analizado y cantidad
de moléculas de control interno de ARN afadidas, la cantidad de virus presentes en la

muestra se expresaba como numero de genomas virales por unidad de volumen.

3.2.6. Preparacion de las Muestras Fecales

Un total de 46 muestras fecales de nifios con gastroenteritis causada por astrovirus fueron
cuantificadas por RT-PCR competitiva. Los astrovirus estaban repartidos entre los serotipos
1, 2, 3, 4y 8y los genotipos I-A, II-B, II-E, IV-C, V-D y VI-F. Todas estas muestras se
obtuvieron a raiz de un estudio epidemiolégico molecular llevado a cabo en la area

metropolitana de la ciudad de Barcelona por Guix y col. (2002).

El tiempo que pasoé entre la aparicién de sintomas y la recoleccion de muestras fue de 1 a 3
dias en el caso de gastroenteritis agudas, y de alrededor de 2 semanas en el caso de
gastroenteritis persistentes.

Para llevar a cabo la cuantificacion de astrovirus en estas muestras por RT-PCR
competitiva, primero se obtuvieron suspensiones fecales al 10% en tampén de suspensién
(PBS suplementado con 2M NaNOs;, 1% (p/v) extracto de carne y 0.1% (v/v) Triton X-100).
Para ello, 0.1 g de muestra fecal fueron resuspendidos en 0.9 ml de tampo6n de suspension.
Tras homogeneizar la suspension durante 1 min, la solucién fue centrifugada durante 5 min

a 2.000 g recuperando el sobrenadante resultante.

Tras realizar la extraccion de acidos nucleicos de 50 ni de la suspension fecal al 10% por el
método de Boom y col. (1990) (ver apartado 7.4), 5 m de la suspensién de &cidos nucleicos
fueron utilizados para realizar la cuantificacion de astrovirus por RT-PCR competitiva tal y
como se ha descrito en el apartado 3.2.5.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1. Purificacion de Astrovirus en Gradientes de Sacarosa

La caracterizaciéon de las diferentes fracciones del gradiente de sacarosa mediante
E.L.I.S.A. reveld la presencia de tres picos antigénicos con densidades de 1.05, 1.12y 1.14
g/ml (Figura 3.2).

De entre los diferentes picos antigénicos, la hibridacion molecular de acidos nucleicos con
una sonda especifica mostré que tanto el pico antigénico de 1.05 g/ml como el de 1.14 g/ml
eran positivos para la presencia de genomas de astrovirus, mientras que el pico antigénico

de 1.12 g/ml era negativo (Figura 3.2).

Estos resultados nos sugirieron que el pico antigénico de 1.14 g/ml correspondia a
particulas viricas con &cido nucleico (virus infecciosos), que el pico antigénico de 1.12 g/ml
correspondia a particulas viricas sin acido nucleico (virus no infecciosos) y que el pico

antigénico de 1.05 g/ml correspondia a los componentes viricos aislados.

Para confirmar esta hipoétesis, se llevd a cabo la determinacion de la infectividad virica
asociada a cada uno de los picos antigénicos mediante CC-RT-PCR. Los resultados
pusieron de manifiesto la presencia de 1 x 10*° uCC-RT-PCR/ml en el pico con densidad
1.14 g/ml, de 1 x 10® uCC-RT-PCR/ml en el pico con densidad 1.12 g/ml y de 5 x 10’ uCC-
RT-PCR/ml en el pico de 1.05 g/ml de densidad.
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Figura 3.2: Determinacion de antigenicidad virica (E.L.I.S.A.), presencia de genomas Vviricos
(hibridacién molecular), observacion de particulas viricas por microscopia electrénica (M.E.T.) e
infectividad en cultivo celular (CC-RT-PCR) de fracciones del gradiente obtenidas en la purificacion del

HAstV-4.
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De este modo se confirmd que el pico con densidad 1.14 g/ml es donde se concentraban
mayoritariamente los virus infecciosos, ya que el 98.5% del total de la infectividad detectada
se acumulaba en dicho pico. La presencia de infectividad en los dos otros picos antigénicos
se podria explicar por la contaminacion cruzada entre fracciones que se puede producir a la

hora de fraccionar el gradiente (Figura 3.2).

Hasta este momento s6lo teniamos pruebas indirectas de que en los picos de 1.14 y 1.12
g/ml habia particulas viricas infecciosas y no infecciosas respectivamente, y que el pico con
densidad 1.05 g/ml se encontraban los diferentes componentes viricos no estructurados.

Para confirmar definitivamente la presencia de virus en los picos con densidad 1.14 y 1.12
g/ml y su ausencia en el pico con densidad 1.05 g/ml, las fracciones correspondientes a
cada pico antigénico fueron observadas bajo microscopio electrénico de transmision. Los
resultados confirmaron nuestras suposiciones, ya que se observé la presencia de particulas
viricas, sin ninguna diferencia morfolégica aparente, en los dos picos antigénicos de mayor

densidad, y la ausencia de particulas viricas en el pico de 1.05 g/mly (Figura 3.2)

Finalmente, la determinacién de la concentracién de particulas viricas fisicas en los picos de
mayor densidad mediante contaje por microscopia electronica en comparacion con una
suspension de particulas de oro coloidal de concentracién conocida dio como resultado un
titulo de 3 x 10 particulas viricas fisicas por mililitro para el pico correspondiente a los virus
infecciosos y un titulo de 2 x 10 particulas viricas fisicas por mililitro para el pico de los

virus no infecciosos.

Al final de estos experimentos habiamos logrado obtener una suspension purificada de
astrovirus infecciosos con un titulo de 3 x 10" virus/ml segin M.E.T. y de 1 x 10" uCC-RT-
PCR/ml segun el método de infectividad y RT-PCR combinados.

3.3.2. Validacion de la RT-PCR Competitiva

Para llevar a cabo la validacion de la RT-PCR competitiva como método para la
cuantificacién de astrovirus se cuantifico la suspension de astrovirus infecciosos purificados
por RT-PCR competitiva y se compararon los resultados con los obtenidos por microscopia

electrénica y por infectividad y RT-PCR combinados (CC-RT-PCR).

En un principio se establecié cual era la sensibilidad de la RT-PCR con los cebadores Al y

A2 la cual se iba a utilizar en la cuantificacién de astrovirus por RT-PCR competitiva.
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Para ello se necesitaba una suspension de ARN de concentracion conocida. La sintesis del
control interno de ARN daba lugar a la produccion de aproximadamente 100 nm/m de ARN.
Teniendo en cuenta que el tamafio de la molécula del control interno de ARN era de 511
nucleotidos, la cantidad de moléculas presentes en la suspensién de control interno de ARN
correspondia aproximadamente a 3.4 x 10™ moléculas de ARN por microlitro.

Para establecer cual era la sensibilidad de la RT-PCR, la suspension del control interno de
ARN fue diluida en H,0,4 segun una serie dilucional 1/10, y cada dilucion fue sometida a la
reaccion de RT-PCR. La sensibilidad de la RT-PCR se determind a partir de la ultima
dilucién positiva, y resulto ser de 3.4 moléculas de ARN por microlitro, o lo que era lo mismo,
17 moléculas de ARN por reaccion de RT-PCR.

La amplificacion por RT-PCR del control interno de ARN con los cebadores Al y A2 da lugar
a un amplimero de 135 pb claramente diferenciable de los amplimeros obtenidos a partir del
genoma de astrovirus (entre 192 y 237 pb dependiendo del serotipo) tras electroforesis en
geles de poliacrilamida al 9%, pero estas diferencias de tamafio no son significativas para
pensar que la amplificacion por RT-PCR del control interno de ARN y del genoma virico de

astrovirus presentasen distintas sensibilidades.

Una vez observado que la sensibilidad de la RT-PCR era buena, se valoro si la RT-PCR
competitiva daba una cuantificacion fidedigna del nimero de genomas de astrovirus
presentes en una muestra. Para ello, se cuantificé por RT-PCR competitiva el nUmero de
genomas en la suspension de astrovirus infecciosos purificada por gradiente de sacarosa
que tenia un titulo de 1 x 10'® uCC-RT-PCR/ml por infectividad en cultivo celular y de 3 x
10 virus/ml por M.E.T. El resultado obtenido por RT-PCR competitiva fue de 9 x 10
genomas/ml. En comparacion con los titulos obtenidos por CC-RT-PCR y M.E.T., el valor
obtenido por RT-PCR competitiva resulté ser ligeramente superior, aunque dentro del mismo
orden en una escala logaritmica: 10 log;o para CC-RT-PCR, 10.48 log,o para M.E.T. y 10.95
log,o para RT-PCR competitiva. Este experimento confirm6 que la RT-PCR competitiva
permitia una cuantificacion fidedigna del numero de particulas viricas infecciosas presentes

en una muestra.

3.3.3. Cuantificacion de Astrovirus en Muestras Fecales

Cuarenta y seis muestras fecales de nifios con gastroenteritis causada por astrovirus fueron
cuantificadas por RT-PCR competitiva. Los parametros mas relevantes asociados a cada

una de las muestras cuantificadas se muestran en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1: Parametros relevantes de las muestras analizadas en el estudio.

Edad Sexo DIAGNOSTICO ASTROVIRUS Otros

Identificacibn  Accession . - .
paciente paciente patégenos

delamuestra  Number ooy " MiE) Serotipo Geglgtl_igo " ELISA. detectados
Ben 1.1 AF3487 18 F 1 I-A n.d. rotavirus
Bcn 1.3 AF3487 13 M 1 I-A n.d. -
Bcn 1.4 AF3487 29 F 1 1-A + -
Bcn 1.5 AF3487 13 M 1 1-A + -
Bcn 1.9 AF3487 12 F 1 VI -F + -
Bcn 1.10 AF3487 24 M 1 VI -F + -
Bcn 1.11 AF3487 12 M 1 VI -F + -
Bcn 1.12 AF3487 16 F 1 1-A + -
Bcn 1.13 AF3487 30 F 1 I-A n.d -
Bcn 1.14 AF3487 7 M 1 VI-F + -
Bcn 1.15 AF3487 35 F 1 VI-F + Salmonella
Bcn 1.16 AF3487 24 F 1 n.d. + -
Bcn 1.17 AF3487 24 M 1 VI -F + -
Bcn 1.18 AF3487 5 F 1 1-A + -
Bcn 2.1 AF3487 17 M 2 I1-B n.d -
Bcn 2.2 AF3487 20 M 2 I1-B + -
Bcn 2.3 AF3487 15 M 2 IN-B n.d -
Bcn 3.1 AF3487 21 F 3 IV-C + -
Bcn 3.2 AF3487 21 M 3 IV-C + -
Bcn 3.3 AF3487 41 M 3 IV-C + -
Bcn 3.4 AF3487 15 M 3 IV-C + Candida
Bcn 3.6 AF3487 5 F 3 IV-C n.d -
Bcn 3.7 AF3487 12 F 3 IV-C + -
Bcn 3.8 AF3487 7 F 3 IV-C + -
Bcn 3.9 AF3487 22 F 3 IV-C + -
Bcn 4.1 AF3487 34 F 4 V-D + -
Bcn 4.2 AF3487 47 M 4 V-D + -
Bcn 4.3 AF3487 83 M 4 V-D + -
Bcn 4.4 AF3487 12 M 4 V-D + -
Bcn 4.5 AF3487 3 M 4 V-D + rotavirus
Bcn 4.6 AF3487 12 M 4 V-D + -
Bcn 4.9 AF3487 14 F 4 VI-F + Campylobacter
Bcn 4.10 AF3487 68 M 4 VI-F + -
Bcn 4.11 AF3487 62 M 4 VI-F n.d -
Bcn 4.12 AF3487 32 F 4 VI-F + -
Bcn 8.1 AF3487 47 M 8 Il-E + -
Bcn 8.2 AF3487 157 M 8 II-E + -
Bcn 8.3 AF3487 17 F 8 II-E + -
Bcn 8.4 AF3487 32 F 8 II-E + -
Bcn 8.5 AF3488 - -- 8 IN-E + -
Bcn 8.6 AF3488 32 M 8 II-E + rotavirus
57/090299 - 23 M 1 I-A + -
11/311298 - 13 M 1 I-A n.d -
22/0799 - 162 M 4 V-D + -
7/040299 - 13 M 4 V-D + Campylobacter
9/040299 - 1 F 2 IN-B + -

Donde M: masculino; F: femenino; +: positivo; y -: negativo; n.d.: no determinado.
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Estos parametros corresponden a la identificacion original de la muestra (Guix y col., 2002),
el nimero de acceso de la muestra en el GenBank, la edad y el sexo del paciente, y el
resultado de deteccion de astrovirus en la muestra por tres sistemas de diagndstico
diferentes: serotipado por secuenciacion de un fragmento del ORF2 del genoma (Noel y col.,
1995), genotipado por secuenciacion y RFLP de un fragmento del ORFla (Guix y col.,
manuscrito en preparacion) y deteccién por serologia con el kit de E.L..S.A. de DAKO
Diagnostics especifico contra la cdpside de astrovirus. La distribucién de estas muestras en
funcién del serotipo o del genotipo del virus se muestra en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2: Distribucién de las muestras segin serotipo o genotipo del virus.

Serotipo N;Ln eesrt(r) adse % total Genotipo erlTeesrt(r)aie % total
1 16 34.78 I-A 9 20.00

2 4 8.70 II-B 4 8.89

3 8 17.39 II-E 6 13.33

4 12 26.09 IvV-C 8 17.78

8 6 13.04 V-D 8 17.78
VI-F 10 22.22

Como ejemplo de los resultados obtenidos en la cuantificacion de astrovirus por RT-PCR
competitiva, la Figura 3.3 muestra la imagen de un gel de poliacrilamida al 9% en la cual se
visualiza la RT-PCR competitiva de la muestra fecal Bcn 8.5. En este caso, la dilucién de la
muestra a la que la intensidad de fluorescencia es equivalente a la del control interno de
ARN es la dilucién 10®°. Dado que en la reaccion de RT-PCR competitiva se afiadieron 1700
moléculas de control interno de ARN a cada dilucién de la muestra, se puede asumir que en
la dilucién 10° de la muestra hay 1700 copias del genoma del virus, o lo que es lo mismo,
1.7 x 10° genomas viricos en la muestra directa. De esta manera, teniendo en cuenta que el
volumen de muestra analizado por RT-PCR competitiva eran 5 m de la suspensién de
acidos nucleicos de una dilucién 1/10 de la muestra original, se puede llegar a la estimacion

de que las heces contenian aproximadamente 3.4 x 10" genomas por gramo de heces.

<«— 210: HAstV-8

<«— 135: C.I.
118

Figura 3.3: Gel de poliacrilamida al 9% con la cuantificaciéon de la muestra Bcn 8.5; donde C.1I.: control
interno de ARN; M: marcador de pesos moleculares; y Neg.: negativo. Pesos moleculares expresados
en pares de bases. Diluciones expresadas en logaritmo en base 10.
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De este mismo modo se cuantificaron las 45 muestras restantes, y los resultados de la

cuantificacién quedan plasmados en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Valores de las cargas viricas de todas las muestras del estudio.

Lo Carga Lo
Muestra  Carga virica gl? _ Muestra ) .g gl? _
Carga virica virica Carga virica
Bcn 1.1° 3.4 x10° 9.53 Bcn 3.8 3.4 x 10" 12.53
Bcn 1.3 1.0 x 10%° 10.01 Bcn 3.9 3.4 x10% 12.53
Bcn 1.4 3.4 x10% 10.53 Bcn 4.1 1.0 x 10%® 13.01
Bcn 1.5 3.4 x 10%° 10.53 Bcn 4.2 3.4 x 10" 12.53
Bcn 1.9 1.0 x 10" 11.01 Bcn 4.3 3.4 x10% 10.53
Bcn 1.10 3.4x10° 9.53 Bcn 4.4 1.0 x 10*? 12.01
Bcn 1.11 3.4 x 10%° 10.53 Bcn 4.5° 1.0 x 10° 9.01
Bcn 1.12 3.4 x10° 8.53 Bcn 4.6 3.4 x 10" 11.53
Bcn 1.13 3.4 x 108 8.53 Bcn 4.97 1.0 x 108 8.01
Bcn 1.14 3.4 x10° 9.53 Bcn 4.10 3.4 x 10% 10.53
Bcn 1.15°  1.0x 10° 9.01 Bcn 4.11 3.4 x 108 8.53
Bcn 1.16 3.4x10° 9.53 Bcn 4.12 1.0 x 10° 9.01
Bcn 1.17 3.4 x 10* 11.53 Bcn 8.1 3.4 x 10" 11.53
Bcn 1.18 3.4 x10° 9.53 Bcn 8.2 1.0 x 10% 11.01
Bcn 2.1 3.4 x 10* 11.53 Bcn 8.3 3.4 x10% 10.53
Bcn 2.2 3.4 x10% 10.53 Bcn 8.4 3.4 x10° 9.53
Bcn 2.3 3.4 x 10%° 10.53 Bcn 8.5 3.4 x 10" 11.53
Bcn 3.1 3.4 x 10" 11.53 Bcn 8.6° 1.0 x 101 11.01
Bcn 3.2 3.4 x10% 12.53 57/090299 3.4 x 10%° 10.53
Bcn 3.3 3.4 x10% 10.53 11/311298 3.4 x 10* 11.53
Bcn 3.4° 3.4 x 10" 11.53 22/0799 1.0 x 10° 9.01
Bcn 3.6 1.0 x 10" 11.01 7/040299° 1.0 x 108 8.01
Bcn 3.7 1.0 x 10% 13.01 9/040299 1.0 x 10%° 10.01

Titulos expresados en niumero de genomas por gramo de muestra tanto en su valor entero
como logaritmico; donde P deteccion de otros patdégenos infecciosos diferentes a astrovirus
en las heces del paciente.

La carga virica media de las muestras fue de 10.53 log;, genomas/g de heces con una
desviacion estandar de 1.33 log.o, ¥ un error estandar de 0.20 log,o. A pesar de que, en base
a los volimenes de muestra utilizados en la reaccion de RT-PCR competitiva, el nUmero
minimo de genomas viricos por gramo de heces necesario para poder ser cuantificado era
de 3.53 loga, las cargas viricas de las heces siempre fueron superiores a 8.01 logi, con un

valor maximo de 13.01 log;, genomas/g de heces.
3.3.4. Andlisis de los resultados segun el serotipo
Si las muestras se agrupaban segun el serotipo del virus, los resultados de la cuantificacion

correspondientes al niumero de muestras para cada serotipo, la media, la desviacion

estandar y el error estandar que se obtenian son los que se plasman en la Tabla 3.4.
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No se tuvieron en cuenta a la hora de realizar el analisis estadistico de los datos aquellas
muestras donde se detectaron mas de un patdégeno al no poderse asegurar que el agente

causal de la gastroenteritis fuese astrovirus.

Tabla 3.4: Resultados de la cuantificacién de astrovirus en las muestras agrupadas por serotipo.

. NUmero de Media de la Desviacion Error
Serotipo . 3 .
muestras carga virica estandar estandar

1 14 10.10 0.96 0.26
2 4 10.65 0.64 0.32
3 7 11.95 0.93 0.35
4 9 10.74 1.64 0.55
8 5 10.83 0.84 0.37

Titulos expresados en niumero de genomas por gramo de heces en escala logaritmica en base 10.

Los resultados muestran que la media de la carga virica correspondiente al serotipo 3 fue

netamente superior a la del resto de serotipos.

El estudio del andlisis de la varianza (ANOVA) aplicando el test LSD (least significant
difference) con una probabilidad de error del 0.05 (p-value < 0.05) confirmd la existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre el serotipo 3, de mayor carga virica, y los
serotipos 1 y 4, de cargas menores. Respecto a los serotipos 2 y 8, el bajo numero de
muestras disponibles para estos serotipos hizo que sus intervalos de confianza fuesen tan
amplios que no se pudieran establecer diferencias estadisticamente significativas en la
carga virica entre estos dos serotipos y el serotipo 3, a pesar de que la media del serotipo 3
era netamente superior a la de los otros dos serotipos (Figura 3.4).

13

12 4

1] A-B

10 1

log,,genomas/g

Q QSI
F ¥ ¥ ¥y
SEROTIPO

Figura 3.4: ANOVA de las cargas viricas de las muestras agrupadas por
serotipo. Titulos expresados en numero de genomas por gramo de
heces * error estandar expresado en escala logaritmica en base 10. Las
letras sobre las barras muestran los grupos homogéneos.
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3.3.5. Andlisis de los resultados segun el genotipo

Cuando este analisis estadistico se realizé agrupando las muestras segun su genotipo, los

resultados obtenidos son los que muestran la Tabla 3.5.

Tabla 3.5: Resultados de la cuantificacién de astrovirus en las muestras agrupadas por genotipos

. Nudmero de Media de la Desviacion Error
Genotipo . ; .
muestras carga virica estandar estandar

[-A 8 9.97 1.05 0.37
I1-B 4 10.65 0.64 0.32
IN-E 5 10.83 0.84 0.37
IV-C 7 11.95 0.93 0.35
V-D 6 11.44 1.46 0.60
VI-F 3 10.03 1.04 0.37

Titulos expresados en niumero de genomas por gramo de heces en escala logaritmica en base 10.

Los resultados muestran que la media de la carga virica correspondiente a los genotipos IV -
C y V - D era netamente superior a la del resto de genotipos.

En este caso, el estudio ANOVA confirmé las diferencias significativas entre los genotipos IV
- Cy V- D respecto a los genotipos | - Ay VI — F (p-value < 0.05), siendo la carga virica de
los primeros superior a la de los segundos (Figura 3.5). Nuevamente, el bajo nimero de
muestras disponibles para el genotipo Il, tanto para el patrén B como E, hizo que no se
pudieran establecer diferencias significativas entre éstos respecto a los genotipos IV-Cy V

- D a pesar de que la media de estos ultimos era superior a la de los primeros.

13

12 A
A-B
1 A-B
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log,,genomas/g

GENOTIPO

Figura 3.5: ANOVA de las cargas viricas de las muestras agrupadas
por genotipo. Titulos expresados en nimero de genomas por gramo
de heces expresado en escala logaritmica en base 10. Las letras
sobre las barras muestran los grupos homogéneos.
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También se observdé que los diferentes genotipos en que se agrupaban las muestras
pertenecientes al serotipo 4, genotipos V - D y VI - F, tenian cargas viricas claramente

diferentes siendo la del primero superior a la del segundo.

Por contra, el serotipo 1 también agrupaba sus aislados en dos genotipos diferentes, | - Ay

VI - F, pero en este caso no se observé diferencia de carga virica entre ellos.

Del mismo modo, los serotipos que se englobaban dentro del genotipo II, el HAstV-2 y el
HAstV-8, presentaban cargas viricas practicamente idénticas.

3.3.6. Fiabilidad de los resultados

Para confirmar que las diferencias detectadas en las cargas viricas no se debian a
diferencias en la eficiencia de hibridacion de los cebadores A1y A2 con los genomas o los
ADNCc de los diferentes serotipos 0 genotipos, se compararon las secuencias nucleotidicas
de cebadores y de genomas o ADNc del virus gracias a la utilizacion de cebadores

externos.

La comparacién de secuencias nos muestra la homologia de secuencia entre ambos, de
modo que a mas diferencias entre cebador y genoma o ADNc, mas dificil resulta la

hibridacion entre ellos y viceversa.

Las secuencias de los cebadores y las zonas homélogas del genoma virico o ADNc estan

plasmadas en las Tablas 3.6 y 3.7.

Dichos resultados mostraron que las diferencias entre los cebadores y el genoma virico o el
ADNCc del genoma en ninguin caso fue superior a 2 nucleétidos a excepcion para el genotipo
I - A en el cual se encontraron 6 diferencias en el ADNc con respecto al cebador Al. En
consecuencia, podemos asumir que la RT-PCR era igualmente eficiente para todos los
serotipos o0 genotipos, con la posible excepcion en la amplificacién por PCR del ADNc del
genotipo | - A (serotipo 1). Con el fin de determinar si este nimero de diferencias podria
haber desvirtuado los resultados obtenidos para la cuantificacion de virus del genotipo | - A,
se volvieron a cuantificar estas muestras, pero esta vez utilizando un cebador Al

completamente homologo a la secuencia de la regién de hibridacion del genoma.
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Tabla 3.6: Diferencia de secuencia entre el cebador A1l y su zona correspondiente en el
ADNCc del genoma de los diferentes grupos de astrovirus.

Muestra Secuencia N_umero_de
diferencias
Cebador A1 5-CCTGCCCCGAGAACAACCAAGC-3’
Serotipo 1 5-CCTGCCCCTCGGTCAATCAAAC-3’ 6
Genotipo | - A
Serotipo 1 5-CCTGCCCCGAGAACAACCAAAT-3’ 2
Genotipo VI - F
Serotipo 4 5-CCTGCCCCGAGAACAACCAAAT-3’ 2
Genotipo VI - F
Serotipo 2 5-CCTGCCCCTAGAACAACAAAGC-3’ 2
Genotipo Il - B
Serotipo 8 5-CCTGCCCCTAGAACAACAAAGC-3’ 2
Genotipo Il - E
Serotipo 3 5-CCTGCCCCGAGAGCAATCAAGC-3’ 2
Genotipo IV - C
Serotipo 4 5-CCCGCCCCGAGAACAACCAAGC-3’ 1
GenotipoV - D

En negrita se remarcan las diferencias.

Tabla 3.7: Diferencia de secuencia entre el cebador A2 y su zona correspondiente en el
genoma de los diferentes grupos de astrovirus.

Muestra Secuencia N_umero_de
diferencias
Cebador A2 5-GTAAGATTCCCAGATTGGTGC-3’
Serotipo 1 5-ATAAGATTCCCAGATTGGTGC -3’ 1
Genotipo | - A
Serotipo 1 5-ATAAGATTCCCAGATTGGTGC -3’ 1
Genotipo VI - F
Serotipo 4 5-ATAAGATTCCCAGATTGGTGC -3’ 1
Genotipo VI - F
Serotipo 2 5-ATAAGATTCCCAAATTGGTGC -3 2
Genotipo Il - B
Serotipo 8 5-ATAAGATTCCCAAATTGGTGC -3 2
Genotipo Il - E
Serotipo 3 5-ATAAGATTCCCAGATTGGCGC -3’ 2
Genotipo IV - C
Serotipo 4 5-ATAAGACTCCCAGATTGGTGC -3’ 2
GenotipoV - D

En negrita se remarcan las diferencias.
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La media y la desviacién estandar que se obtuvieron en la nueva cuantificacion fue de 10.45
*+ 0.24. Esta media fue ligeramente superior a la obtenida en un principio, 9.97 + 0.53, pero
aplicando un estudio de ANOVA, esta diferencia no era estadisticamente significativa (p-

value > 0.05), con lo que el valor obtenido en un principio podia considerarse correcto.

También se intent6 buscar diferencias significativas en las cargas viricas agrupando las
muestras por edad o por sexo, pero en ninguno de los dos casos un grupo presentaba una

carga virica superior respecto al otro.

3.3.7. Resultados de las muestras con coinfecciéon

Con respecto a las siete muestras en las que ademas de astrovirus se encontraron otros
patdgenos, cabe destacar que so6lo en tres de ellas el nimero de genomas detectados
quedé dentro de los limites que marcaban los intervalos de confianza correspondientes a su

mismo serotipo o genotipo (Tabla 3.8).

De ellas, dos muestras pertenecian a los serotipos 3 y 8 (genotipos IV - C y Il — E), que
justamente se correspondian con aquellos grupos en los que la carga virica media se
situaba entre las mas elevadas, lo que sugiere que en estos casos el astrovirus podia haber
sido el agente causal primario de la gastroenteritis. Por el contrario, en el resto de los casos,
la infeccion por astrovirus podia considerarse secundaria acentuando la sintomatologia

producida por la infeccién causada por el otro patégeno.

Tabla 3.7: Cargas viricas de las muestras con otros patdégenos ademas de astrovirus.

Intervalo de Intervalo de
Muestra  Carga virica Serotipo confianza Genotipo confianza
95% 95%

Bcn 1.1 9.53 1 9.49-10.71 - A 9.21-10.72
Bcn 1.15 9.01 1 9.49-10.71 VI-F 9.27 - 10.78
Bcn 3.4 11.53 3 11.09 - 12.81 IvV-C 11.15-12.76
Bcn 4.5 9.01 4 9.98 - 11.50 V-D 10.57 - 12.31
Bcn 4.9 8.01 4 9.98 - 11.50 VI-F 9.27 - 10.78
Bcn 8.6 11.01 8 9.81-11.84 Il-E 9.87-11.78
7/040299 8.01 4 9.98 - 11.50 V-D 10.57 - 12.31

Titulos expresados en numero de genomas por gramo de muestra en escala logaritmica en base
10. En negrita se remarcan las muestras que entran dentro de los intervalos de confianza de su
serotipo o genotipo
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3.3.8. Correlacién entre serotipo/genotipo y severidad de la gastroenteritis

Finalmente, se intent6 correlacionar los casos de mayor severidad en la sintomatologia de la

gastroenteritis con un serotipo o genotipo del virus en concreto.

En base a los historiales clinicos de los pacientes, las gastroenteritis se clasificaron en
agudas, aquellas en las que la sintomatologia desaparecia dentro de la primera semana
desde el inicio de los sintomas, y en persistentes, aquellas en las que la sintomatologia se

prolongaba més alla de una semana.

En el estudio epidemiolégico realizado en Barcelona (Guix y col.,, 2002) se detectaron
astrovirus en un total de 116 muestras. De ellas, un total de 94 muestras fueron positivas
Unicamente para astrovirus, de las cuales el 8.5% (8 de 94 totales) fueron diagnosticadas
como gastroenteritis persistentes.

En el 37.5% de los casos (3 de 8 totales), la gastroenteritis persistente estaba asociada con
el serotipo 3 (genotipo IV - C). El resto de gastroenteritis persistentes se relacion6é en un
12.5% (1 de 8 totales) con el serotipo 1, en otro 12.5% (1 de 8 totales) con el serotipo 8
(genotipo Il - E) y en el 37.5% restante (3 de 8 totales) de los casos no se pudo determinar

ni el serotipo ni el genotipo del virus.
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3.4. DISCUSION

Este trabajo aporta el primer estudio en el que se cuantifica la carga virica de astrovirus en

muestras fecales.

Para la consecucion de este trabajo se ha puesto a punto una RT-PCR competitiva que
permite determinar el nUmero de genomas viricos presentes en cada muestra. La idoneidad
y fiabilidad de esta técnica fue validada con una suspension de astrovirus infecciosos
purificados de concentracién conocida y contrastada con otras técnicas descritas para la
cuantificacién de virus como la microscopia electrénica y la RT-PCR integrada a cultivo

celular.

La obtencion de astrovirus purificados se realiz6 mediante gradientes de sacarosa. A
diferencia de los gradientes de CsCl que separan en funcion de la densidad de la particula
virica, los gradientes de sacarosa separan las particulas viricas en funcion del peso, por lo
que pequefas variaciones en la composicién de las particulas viricas (presencia o ausencia

de genoma) se corresponde con cambios en el bandeo de los virus dentro del gradiente.

Siguiendo nuestro método de purificacién, se pudo determinar que los astrovirus infecciosos
(con é&cido nucleico) bandean a una densidad de 1.14 g/ml. Existen pocos datos sobre la
purificacién de astrovirus con gradientes de sacarosa, y una discusibn mas exhaustiva de
los resultados obtenidos en comparacién con otros métodos de purificacién sera llevada a
cabo en el Estudio lll de esta tesis doctoral donde se trata en profundidad la purificaciéon de

astrovirus y de particulas virus-like (VLPs) de astrovirus.
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En el presente estudio se ha descrito por primera vez una RT-PCR competitiva que sirve
para cuantificar el nimero de astrovirus presentes en una muestra mediante una técnica
molecular sin la necesidad de tener que expresar los valores obtenidos en unidades
arbitrarias. A diferencia de la RT-PCR clasica o la RT-PCR integrada a cultivo celular, la RT-
PCR competitiva nos ha permitido expresar las cargas viricas en unidades definidas como

son namero de genomas por gramo de heces.

La RT-PCR competitiva, basada en la utilizacién del control interno de ARN, ademas de
permitir la cuantificacion de virus también ofrece otra serie de ventajas frente a las RT-PCR
clasicas (Kleiboeker, 2003):

@ la deteccion de inhibidores de RT-PCR en cada una de las reacciones
ensayadas por la falta de amplimero, ya sea del genoma virico o del control
interno de ARN, y evitar por lo tanto los falsos negativos,

@ la utilizacion del control interno de ARN como control positivo de RT-PCR en
vez del virus evitando que se produzcan contaminaciones cruzadas derivadas
de su presencia no detectables (falsos positivos),

@ vy la utilizacion del control interno de ARN como referencia de los niveles de

recuperacion de acidos nucleicos tras el proceso de extraccion.

La sensibilidad mostrada por nuestra RT-PCR competitiva resulté ser de 17 moléculas de
control interno de ARN por reaccion, valores que estan en consonancia con los obtenidos
por otros autores para otras RT-PCR competitivas disefiadas para la cuantificacién de virus

como Norwalk, Hepatitis A y Rotavirus grupo A (Atmar y col., 1995; y Schwarz y col., 2002).

Con posterioridad a la realizacion de este estudio, se publicé un trabajo en el que se
cuantificaba la carga de astrovirus en aguas residuales mediante RT-PCR a tiempo real (Le
Cann y col., 2003). La sensibilidad de la RT-PCR a tiempo real resulté ser de 26 moléculas
de ARN por reaccion, valor similar al obtenido con nuestra RT-PCR competitiva.

Las desventajas de la RT-PCR a tiempo real frente a la RT-PCR competitiva son una mayor
dificultad de la puesta a punto de la técnica y la necesidad de instrumental y reactivos
econOmicamente costosos. Sin embargo es una técnica que presenta importantes ventajas
como la menor manipulacién de las muestras, la automatizacion de la técnica y una mayor
exactitud en la cuantificacion de las cargas viricas, aunque los resultados obtenidos para
una misma muestra son equiparables independientemente de la técnica empleada, RT-PCR

a tiempo real o RT-PCR competitiva (Kleiboeker, 2003).
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De los resultados obtenidos en la cuantificacion de astrovirus en las muestras fecales se
concluye que la carga virica media de astrovirus excretados durante un episodio de
gastroenteritis es aproximadamente de 3.4 x 10" (10.53 logy,) virus por gramo de heces,

pudiéndose encontrar entre 10® y 10™ virus por gramo de heces.

Cabe destacar que la cantidad de virus excretados por los pacientes es significativamente
diferente en funcion del serotipo o genotipo de astrovirus causante de la infeccién. De este
modo, se ha constatado que las heces de pacientes infectados por astrovirus pertenecientes
al serotipo 3 (genotipo IV — C) presentan una carga virica superior al del resto de serotipos y
genotipos (a excepcion del genotipo V - D). El serotipo 3 (genotipo IV - C) se excreta en
unas concentraciones medias de casi 12 log;o virus por gramo de heces mientras que para
el resto de serotipos y genotipos (a excepcion del genotipo V - D) los niveles de excrecion

no alcanzan los 11 log;, virus por gramo de heces.

No se sabe si la mayor produccién de progenie virica de unos serotipos o genotipos
respecto a otros esté ligada a un fendbmeno relacionado con la capacidad de interaccion de
los virus con el o los receptores celulares, o si por el contrario depende de las caracteristicas
de otras proteinas no estructurales como las codificadas por el ORFla con una potencial
funcién en la adaptabilidad de astrovirus a cultivos celulares y en la replicacién del genoma
virico (Willcocks y col., 1994; y Guix y col., 2004b).

El significado clinico de las elevadas cargas viricas excretadas en las heces de individuos
infectados con HAstV-3 (genotipo IV - C) no esta claro pero es interesante destacar la

correlacion encontrada entre este hecho y los casos de gastroenteritis persistentes.

La asociacion de infecciones por astrovirus con episodios sin sintomas de gastroenteritis ha
sido demostrada en varias ocasiones (Méndez-Toss y col., 2004). Sin embargo, la relacién
directa entre astrovirus y diarreas persistentes no esta tan clara, y menos aun su asociacion

con un serotipo o genotipo del virus concreto.

En este trabajo hemos observado que en un 8.5% de los casos (8 casos de 94 totales) la
gastroenteritis evolucioné a persistente, y dentro de este porcentaje, el 37.5% de los casos
(3 casos de 8 totales) se asociaron con el serotipo 3 (genotipo IV - C).

La asociacién entre infecciones por astrovirus y gastroenteritis persistentes ya se observo en
un estudio en Bangladesh (Unicomb y col., 1998) donde en un 15% de las diarreas
persistentes diagnosticadas (23 casos de 153 totales) el agente infeccioso causal era
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astrovirus, si bien las condiciones sanitarias e infraestructuras del pais (en vias de

desarrollo) pudieron influenciar sobre la severidad de la sintomatologia de la enfermedad.

Especial atencibn merece los casos de pacientes inmunosuprimidos (por transplantes,
enfermedades inmunoldgicas o SIDA) que son infectados por astrovirus. En estos casos, los
episodios de gastroenteritis persistentes son mas frecuentes y pueden llegar a acelerar la
muerte del paciente por deshidratacion si no son tratadas a tiempo (Kurtz y Lee, 1987). Un
estudio realizado en una unidad de pediatria con pacientes que habian sido sometidos a un
transplante de médula 6sea describe casos de gastroenteritis prolongadas causadas por
HAstV-1 con excrecién de grandes cantidades de virus en las heces (Cubbit y col., 1999).

En otro estudio, una infeccidon por astrovirus produjo diarrea persistente con excrecion
elevada de virus en heces (> 10" virus por mililitro de heces) en un paciente adulto que, al
padecer de macroglobulinemia de Waldenstrom, habia sido tratado con fludarabina. Este
paciente mejoré su estado gracias a la administraciéon de inmunoglobulina intravenosa
(Bjorkholm y col., 1995).

En resumen, y teniendo en cuenta tanto los resultados de este trabajo como la bibliografia
existente al respecto, parece clara la relacion entre gastroenteritis persistentes y la
excrecion de grandes cantidades de astrovirus en heces. Respecto a la asociacion entre el
HAstV-3 (genotipo IV - C) y las gastroenteritis persistentes, si bien nuestros datos apuntan
hacia la misma, es necesario realizar un estudio mucho mas exhaustivo con un nimero de

muestras mayor para confirmar esta tendencia.

Las elevadas cargas viricas y las diarreas persistentes asociadas al HAstV-3 (genotipo IV -
C) pueden no ser sélo interpretadas como una mayor capacidad de replicacién del virus,
sino también como una estrategia del virus para escapar a la respuesta inmune del paciente.
En este sentido, las inmunoglobulinas especificas frente al virus juegan un papel importante
para el control de la infeccién. Cualquier mecanismo que provoque que la cantidad de
inmunoglobulinas no sea suficiente para controlar la infecciéon, como elevadas cargas virales
durante largos periodos de tiempo o deficiencias en el sistema inmunitario, podria hacer que
la infeccién virica desencadene diarreas severas o prolongadas con el consecuente peligro

para el paciente.
A nivel practico, y vistos los resultados obtenidos, seria interesante que en los hospitales se
introdujera la deteccidén de astrovirus en pacientes con gastroenteritis de manera rutinaria

asi como el serotipado y/o genotipado del virus.
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En primer lugar porque en la actualidad es importante disponer de datos epidemioldgicos de
todos los agentes causantes de gastroenteritis, y adicionalmente, la determinacion de la
causalidad de la enfermedad por un serotipo 3, genotipo IV — C, de astrovirus puede alertar
de una posible persistencia de la gastroenteritis. Con estos datos se podria actuar de modo
preventivo realizando un seguimiento y un tratamiento del paciente de forma que se evitasen
problemas mayores de salud derivados de la gastroenteritis. Esto seria especialmente
aconsejable en pacientes que sufrieran una enfermedad de mayor gravedad y que les
supusiera un estado de inmunosupresion. A este nivel, donde la gastroenteritis pueden
prolongarse durante semanas, incluso seria aconsejable realizar un seguimiento de las
cargas viricas excretadas en heces con el fin de observar si el tratamiento al que se esta
sometiendo el paciente es efectivo o no.

Finalmente, este estudio abrid la puerta a un conjunto de preguntas claves. ¢Qué
caracteristica de los astrovirus condiciona que la cantidad de virus excretados en heces sea
diferente entre unos serotipos o genotipos y otros? ¢ Se trata de un fenémeno relacionado
con las propiedades antigénicas de la capside y de unién del virus al receptor celular o bien
intervienen otras proteinas del virus relacionadas con la replicacién virica? Estas preguntas

fueron la base que nos impulsé a la realizacion del Estudio Il de esta tesis doctoral.
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4. ESTUDIO II:

RELACION DE LA VARIABILIDAD DE LA PROTEINA nsPla/4 DE
ASTROVIRUS CON LA REPLICACION DEL GENOMA VIRICO
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4.1. ANTECEDENTES

Tras haber constatado en el estudio anterior que existen diferencias en funcién del serotipo
y/lo genotipo de astrovirus con relacion al nimero de particulas viricas excretadas en las
heces de pacientes con gastroenteritis, y que estas diferencias pueden correlacionarse con
una mayor o menor severidad de la sintomatologia de la enfermedad, el siguiente objetivo
de esta tesis doctoral fue estudiar qué factor o factores podian estar relacionados con la

variabilidad en la capacidad replicativa del virus.

Al tratarse de un estudio relacionado con la replicacion del virus, nuestro trabajo se enfocé
en el andlisis del ORFl1a del genoma de astrovirus, region a partir de la que se traducen
varias proteinas no estructurales del virus y donde existen regiones de elevada variabilidad
entre diferentes genotipos de astrovirus. Se descarto el estudio del ORF1b ya que la ARN
polimerasa esté altamente conservada entre los diferentes serotipos o genotipos.

El producto proteico obtenido a partir del ORF1a, llamado nsPla, es una poliproteina de
unos 102 kDa que se genera tras un procesamiento proteolitico de la superproteina
nsPla/lb de 160 kDa.

La superproteina nsP1a/lb se genera a partir de la traduccién de las primeras dos terceras
partes del genoma del virus (ORF1la y ORF1b). Cuando la traduccién del ORF1la se acaba,
un fendmeno de ribosomal frameshifting entre el ORFla y el ORF1b permite que se
continte con la traduccion del ORF1b dando lugar a la superproteina (Jiang y col., 1993; y
Marczinke y col., 1994).
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Los puntos exactos de corte de la superproteina nsPla/lb, asi como los de las poliproteinas
nsPlay nsP1lb resultantes de su procesamiento, no estan claros. Tampoco se sabe si estos
cortes son llevados a cabo por proteasas celulares o la proteasa virica. Son varias las
propuestas encontradas en la bibliografia al respecto (Geigenmidiller y col., 2002a; Kiang y
Matsui, 2002; y Méndez y col., 2003).

La proteina nsPla es procesada en un minimo de cuatro productos finales (nsPla/l,
nsPla/2, nsP1a/3 y nsP1la/4), y la funcion de la mayoria de dichos productos proteicos es
aun desconocida. En la tedrica proteina nsP1a/2 se ha observado la presencia de varios
dominios transmembrana posiblemente relacionados con el anclaje del complejo de
replicacion del genoma virico a membranas. En la proteina nsP1a/3 se encuentra un motivo
de 3C serine protease (PRO). A nivel de la proteina nsP1a/4 se ha detectado una sefial de
localizacion nuclear (NLS), un epitopo inmunoreactivo (IRE), una region hipervariable (HVR)
y un death domain (DD) (Jiang y col., 1993; Matsui y col., 1993; Willcocks y col, 1994a;
Méndez-Toss y col., 2000; Oh y Schreier, 2001; Jonassen y col., 2003, Guix y col., 2004a)
(ver Figura 1.3, pagina 15).

En general, la secuencia nucleotidica de los ORFla y ORF1b esta bien conservada entre los
diferentes serotipos y/o genotipos de astrovirus con la excepcion de la region hipervariable
(HVR) del ORFla situada en el interior de la zona codificante para la proteina nsPla/4. En
su dia, Willcocks y col. (1994a) asociaron una deleccién de 45 nucleétidos en esta region
con la adaptacién y replicacion in vitro del virus sobre ciertas lineas celulares. Guix y col.
(manuscrito en preparacion) han establecido un método de clasificacion de astrovirus en
diversos genotipos en base a la variabilidad detectada en dicha regién hipervariable. Las
diferencias més significativas entre los diferentes genotipos corresponden a la presencia de
inserciones y/o delecciones de aminoacidos y a la variabilidad en el nimero y posicion de
potenciales lugares susceptibles de modificaciones post-traduccionales como fosforilacion
y/o glicosilacion.

A la proteina nsP1a/4 se la ha asignado unos pesos moleculares teéricos entre 40.1 y 30.6
kDa (Geigenmiiller y col., 2002a; Kiang y Matsui, 2002). Recientemente, Guix y col. (2004b)
han descrito, mediante la utilizacion de anticuerpos especificos frente el extremo carboxi-
terminal de la proteina nsPla/4, la deteccion de una proteina de 38 kDa, que se
corresponde con el peso molecular teérico de la nsPla/4, y de al menos tres bandas con
distinta movilidad electroforética, entre 26 y 24 kDa, que sugieren un procesamiento
posterior de la proteina nsPla/4 y de diferentes niveles de modificaciones post-

traduccionales del producto resultante (Guix y col., 2004b).
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En el mismo trabajo, Guix y col. demostraron que, tras la infeccion de la linea celular CaCo-
2 con astrovirus, dicha proteina presentaba una localizacion citoplasmatica con predominio
en la regién perinuclear, y una colocalizacion con el genoma virico y con el reticulo

endoplasmatico.

El analisis de la proteina a nivel computacional a partir de las cinco secuencias completas
de astrovirus disponibles en el GeneBank revela la presencia de regiones acidicas ricas en
glutaminas y prolinas, potenciales lugares de glicosilacion y fosforilacion, asi como sefiales
de anclaje al reticulo. Ademas, proteinas relacionadas con la replicacion y la transcripcion
del genoma virico en otras familias de virus presentan secuencias similares a la nsP1a/4 de

astrovirus (Guix y col., 2004b).

Todos estos estudios sugieren cierto papel de la proteina nsPla/4 de astrovirus en la
replicacién del genoma del virus, si bien no se ha demostrado de forma directa.

Con este conjunto de antecedentes, este trabajo se ha centrado en confirmar la relacion de
la variabilidad de la proteina nsPla/4 con la diferente capacidad replicativa entre los

genotipos de astrovirus.

La estrategia a seguir fue estudiar las diferencias entre diferentes clones de astrovirus que
sé6lo difirieran en la secuencia de la proteina nsP1a/4 con respecto a la cantidad sintetizada

de los diferentes ARN viricos y a la produccion de virus infecciosos.

Los diferentes virus se obtuvieron mediante mutagénesis a partir de un clon de ADNc del
genoma de HAstV-1 sustituyendo la secuencia codificante de la proteina nsP1a/4 del clon
por las secuencias equivalentes de diferentes genotipos de astrovirus amplificadas por RT-
PCR a partir de virus aislados en heces de pacientes con gastroenteritis.

Una vez conseguidos los diferentes clones, y a partir de extractos celulares infectados con
los diferentes virus recombinantes, se determind la cantidad de ARN gendmico, ARN
subgendmico y ARN anti-gendmico, asi como los niveles de produccion de virus infecciosos

en la progenie virica.

De este modo, si se observan diferencias en las capacidades replicativas de los virus, éstas

serian debidas exclusivamente a las diferencias en la secuencia de la proteina nsPla/4.
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Finalmente se realizé un andlisis computacional de las secuencias aminoacidicas de las
proteinas nsPla/4 de los diferentes clones con el fin de intentar establecer una relacién
causa/efecto entre las propiedades bioldgicas de la proteina y la capacidad replicativa del

virus.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Lineas Celulares

A lo largo de este estudio se utilizé la linea celular CaCo-2 para propagar los diferentes virus
recombinantes. La linea celular BHK-21 se utilizd para la obtencién de los diferentes virus
recombinantes mediante transfeccion de los genomas viricos. En el apartado 7.1.1 se

detallan la manipulacion y las caracteristicas de las lineas celulares.

4.2.2. Construccién de Astrovirus Recombinantes para la Proteina nsPla/4

El estudio se inicid6 con la construccion de los diferentes astrovirus recombinantes que soélo

se diferenciasen en la region del genoma codificante para la proteina nsP1a/4.

Para ello, se realizaron experimentos de mutagénesis sobre el vector pAVIC6 (cedido
gentilmente por S. M. Matsui del VA Palo Alto Health Care System, Palo Alto, USA). Este
vector se caracteriza por tener clonado el ADNc del genoma completo del HAstV-1 (Acc. N°
L23513) justo detras del promotor de la ARN polimerasa del fago T7. Si el vector es digerido
con la enzima de restriccion Xho I, se puede obtener, mediante transcripcion in vitro con la
ARN polimerasa de T7, moléculas de ARN equivalentes al genoma de HAstV-1. Cuando
dichos ARN son transfectados al interior de células CaCo-2 o BHK-21, tiene lugar la

produccion de particulas infecciosas de astrovirus (Geigenmiller y col., 1997).

Los experimentos de mutagénesis consistieron en la sustitucion de la regién del clon del

pPAVIC6 comprendida entre los nucleétidos 1652 y 2614 (963 nt), region codificante para la
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proteina nsPla/4, por la molécula de ADN equivalente de cepas salvajes de astrovirus
correspondientes a los genotipos IV - C, V - D y VI - F. Las moléculas de ADN fueron
obtenidas por RT-PCR (ver apartado 7.6) a partir de los genomas viricos extraidos por el

método de Boom y col. (1990) (ver apartado 7.4).

Las enzimas utilizadas en la reaccion de RT-PCR fueron la Expand RT (Roche) y la Pwo
DNA polymerase (Roche). Los cebadores utlizados fueron el A1652 (5-
AATGAAGATCTTGTGGTTTC-3") y el A2614 (5-AGTCAACCGGTGTGGCGCTG-3’), los
cuales contienen dianas para las enzimas de restriccion Bgl Il y Age | respectivamente
(secuencias subrayadas). La amplificacion de los ADNc obtenidos mediante
retrotranscripcion se llevé a cabo siguiendo el programa de PCR detallado a continuacion:
una desnaturalizacion inicial de 3 min a 95 °C; 35 ciclos de amplificacién desglosados en
una desnaturalizacion de 45 sec a 95 °C, una hibridacion de 45 sec a 45 °C y una
elongacion de 1 min 30 sec a 72 °C; con una elongacion final de 7 min a 72 °C. Los tamafios
de los amplimeros obtenidos fueron de 968 pb para el genotipo IV - C, 947 pb para el
genotipo V - D y 986 pb para el genotipo VI - F (Paso 1, Figura 4.1).

Para sustituir el fragmento de 963 pb del clon de HAstV-1 por los amplimeros de los
diferentes genotipos, dicho fragmento fue deleccionado del vector pAVIC6 mediante
digestion con las enzimas de restriccion Bgl 1l y Age | (12 h a 37 °C). En su lugar se
insertaron, mediante ligacién con la ligasa del fago T4 (12 h a 16 °C), los amplimeros de los

diferentes genotipos digeridos con las mismas enzimas de restriccién (Paso 2, Figura 4.1).

Los diferentes productos de ligacion fueron utilizados para transformar células competentes
Library Efficiency E. coli DH5a (Invitrogen) segun procedimientos clasicos (ver apartado
7.10) utilizando como antibidtico de seleccion la ampicilina a una concentracion de 100
mm/ml (Paso 3, Figura 4.1). La correcta disposicién del inserto dentro del vector para cada
uno de los clones recombinantes (pAVIC6-1V-C, pAVIC6-V-D y pAVIC6-VI-F) fue confirmada
por analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion y por analisis de

secuencia de ADN (ver apartado 7.8).

Una vez se confirmé que los clonajes eran correctos, el siguiente paso fue obtener genomas
viricos a partir de los diferentes clones recombinantes. Para ello, los diferentes clones fueron
linearizados con la enzima de restriccién Xho I, y 0.5 ng de cada vector linearizado fueron
sometidos a transcripcion in vitro utilizando el kit T7 Cap Scribe (Roche) en un volumen final
de 20 m (Paso 4, Figura 4.1).
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Figura 4.1: Esquema de la obtenciéon de HAstV-1 recombinantes para la regién codificante de la proteina
nsPla/4. Pesos moleculares expresados en pares de bases.
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Para la obtencion de los diferentes astrovirus recombinantes para la proteina nsPla/4, los
productos de transcripcién in vitro fueron transfectados por electroporacién en células BHK-

21 utilizando el electroporador Bio-Rad Gene Pulser (Bio-Rad).

Brevemente, monocapas de células BHK-21 confluentes en un 80-90% fueron tripsinizadas
y las células fueron lavadas con tampoén PBS y enfriadas en tampd6n para electroporacion
(21 mM HEPES pH 7.05, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 0.7 mM Na,HPO, y 6 mM Glucosa). A
continuacion, 2 x 10° células, en un volumen total de 0.8 ml de tampén para electroporacion,
fueron electroporadas en cubetas de 0.4 cm con una doble descarga a un voltaje de 280 V y
una capacitancia de 0.25 mF. Tras la electroporacion, las células fueron diluidas en 4 ml de
medio de crecimiento con un 10% SFB y sembradas en placas de 35 mm. Tras 6 h de
incubacion a 37 °C, el medio fue sustituido por medio sin suero (Paso 5, Figura 4.1).

A las 48 post-transfeccion, las células fueron tratadas con 10 ng/ml tripsina (Sigma GIX)
durante 30 min a 37 °C y recogidas junto con el medio de cultivo. Para recuperar los virus
del interior celular, las células fueron sometidas a tres ciclos de congelacién /
descongelacion, y el extracto celular fue utilizado para propagar los virus recombinantes
recuperados en células CaCo-2 tal y como se detalla en el apartado 7.2.1 (Paso 6, Figura
4.1). La confirmacién de la presencia de virus y de su propagacion era determinada por
inmunofluorescencia (apartado 7.12) utilizando el anticuerpo monoclonal 8E7 especifico de
astrovirus como anticuerpo primario y un anticuerpo anti-lgG de raton marcado con cianina

(anti-mouse IgG (H+L)-Cy™3, Amersham Pharmacia) como anticuerpo secundario.

La estabilidad de la mutagénesis realizada en la region codificante para la proteina nsP1a/4
en las progenies viricas obtenidas fue confirmada por secuenciacion. Para confirmar que los
virus sélo se diferenciaban en la region de la mutagénesis, se comprobo si la secuencia de
la region del ORF2 del genoma de los virus recombinantes situada entre los nucleétidos
4317 y 4951 (Acc. N° L23513) era idéntica a todos los virus y al clon original del pAVICS6. La
RT-PCR se realiz6 con los cebadores For (5-AAAGAAGTGTGATGGCTAGCA-3) y Mon
245int (5'-CCTGACCAACTAGTAGAAGA-3) y las enzimas Expand RT (Roche) y Pwo DNA

polymerase (Roche) (ver apartado 7.8).

Los virus recombinantes se llamaron HAstV-1/IV-C, HAstV-1/V-D y HAstV-1/VI-F. “HAstV-1"
porque derivaban del clon pAVIC6 ya que tiene clonado el ADNc del HAstV-1, y “IV-C”, “V-
D" y “VI-F" en funcién del genotipo del virus al que pertenecia el fragmento insertado en

cada vector de clonacion.
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El titulo virico de las suspensiones de cada virus recombinantes fue determinado por CC-
RT-PCR (ver apartado 3.2.3) utilizando para cada virus una pareja de cebadores derivados

del Al y el A2 completamente homélogos a la secuencia del virus (ver Tabla 4.1, pag. 90).

4.2.3. Determinacion de la Sintesis de ARN Viricos

Una vez construidos los diferentes virus recombinantes, ya estdbamos en disposicion de
realizar los experimentos para determinar si habia diferencias en la capacidad replicativa de
astrovirus en funcion de las propiedades de la proteina nsPl1a/4.

En primer lugar se determiné la cantidad de los diferentes ARN viricos sintetizados. Para
ello se obtuvieron extractos de membranas celulares de cultivos de células CaCo-2
infectados con los diferentes virus recombinantes para la proteina nsPla/4. Estos
experimentos se realizaron por triplicado, titulando cada experimento un minimo de dos

veces.

Aproximadamente 3 x 10° células fueron infectadas con cada uno de los astrovirus
recombinantes a una m.o.i. de 0.01 siguiendo el protocolo detallado en el apartado 6.2.1. A
las 48 horas post-infeccion, las células fueron recuperadas y resuspendidas en tampén TN
(50 mM Tris-HCI pH 7.4 y 100 mM NaCl) suplementado con 1% Nonidet-P40 para romper
las células. La suspension celular se incubd durante 1 h a 4 °C y las membranas celulares
se recuperaron por centrifugacién durante 5 min a 7.000 g. El precipitado resultante se
resuspendié en 50 ni de tampdn TN y se utilizd para realizar una extraccion de acidos
nucleicos por el método de Boom y col. (1990) y asi recuperar los &cidos nucleicos (ver
apartado 7.4).

A partir de los acidos nucleicos purificados se llevd a cabo la titulacién los diferentes ARN
viricos (ARN genomico de polaridad positiva, ARN anti-genémico de polaridad negativa, y
ARN total de polaridad positiva (ARN genémico y ARN subgendmico)). Las titulaciones se
realizaron mediante RT-PCR detectando la presencia de los ARN viricos en las diferentes
diluciones de la muestra siguiendo una serie dilucional 1/10. Las enzimas utilizadas en las
RT-PCR fueron la Expand RT (Roche) y la Expand High Fidelity PCR System (Roche) (ver
apartado 7.6).

La cuantificacion de ARN gendémicos y ARN anti-genémicos se realizd6 mediante la
amplificacién por RT-PCR de una region del ORFla con los cebadores Al y A2 (ver

apartado 3.2.3). Para la deteccion del ARN gendmico, la reaccién de retrotranscripcion se
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hizo con el cebador A2, mientras que para la deteccién del ARN anti-genémico se utilizé el
cebador Al. La amplificacion de los ADNc obtenidos se realiz6 con ambos cebadores Al y
A2. Los productos de amplificacion resultantes variaban de tamafio en funcién del virus: 192
pb para el HAstV-1/V-D, 213 pb para el HAstV-1/IV-C y 231 pb para el HAstV-1/VI-F).

Para evitar que hubiese diferencias de sensibilidad entre las RT-PCR para los diferentes
astrovirus recombinantes debidas a las diferencias de secuencia entre los ARN viricos y los
cebadores utilizados para su deteccion, se disefiaron unas variantes de los cebadores Al y
A2 de modo que para cada virus recombinante, las secuencias de los cebadores eran
iguales a las regiones de hibridacion en los ARN viricos (Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Cebadores utilizados en la cuantificacion de ARN gendmico y anti-genomico de los
diferentes astrovirus recombinantes para la proteina nsP1a/4.

Cebador Secuencia reé)srglc))i\;:;unstes
Cebador Al 5-CCTGCCCCGAGAACAACCAAGC-3 HAstV-1/V-D
Cebador A1C 5'-CCTGCCCCGAGAGCAATCAAGC -3 HAstV-1/1V-C
Cebador A1F 5'-CCTGCCCCGAGAGCAATCAAAT -3’ HAstV-1/VI-F
Cebador A2 5-GTAAGATTCCCAGATTGGTGC-3 HAstV-1/VI-F y V-D
Cebador A2C 5-GTAAGATTCCCAGATTGGCGC-3’ HAstV-1/IV-C

La cuantificacion del ARN virico total de polaridad positiva (ARN gendmico y ARN
subgendmico) se realizé mediante la amplificacion por RT-PCR de una region del ORF2 con
los cebadores Mon244 (5-GGTGTCACAGGACCAAAACC-3) y Mon245int (5-
CCTGACCAACTAGTAGAAGA-3) basada en la reaccion descrita por Noel y col. (1995).
Tras la sintesis del ADNc mediante retrotranscripcion con el cebador Mon245int, el
programa de PCR consté de una desnaturalizacion de 3 min a 95 °C; 40 ciclos de
amplificacién desglosados en una desnaturalizacion de 30 sec a 94 °C, una hibridacion de

30 sec a 50 °C y una elongacién de 1 min a 72 °C; y una elongacion final de 7 min a 72 °C.

Para todos los virus recombinantes se utilizé el mismo par de cebadores, ya que el genoma
de todos ellos era idéntico excepto en la zona del extremo C-terminal del ORF1a donde se
habia llevado a cabo la mutagénesis del gen de la proteina nsPla/4. Para todos ellos, el

fragmento de amplificacion resultante de la RT-PCR presentaba un tamafo de 307 pb.

Finalmente, en todos los casos, los productos de amplificacion eran visualizados en geles de
poliacrilamida al 9% (ver apartado 7.7). El titulo de cada ARN virico se mostr6 como

86



4. El Papel de la Proteina nsP1a/4 en la Replicacion de Astrovirus

unidades de RT-PCR por mililitro expresado en logaritmo en base 10 (logi;o URT-PCR/mI)

teniendo en cuenta la dltima dilucion positiva.

4.2.4. Determinacion de la Produccion de Progenie Virica Infecciosa

La cuantificacion de la progenie virica infecciosa producida tras la infeccion de CaCo-2 con
los diferentes astrovirus recombinantes para la proteina nsP1a/4 se realiz6 a partir del medio
de cultivo de las células que habian sido infectadas con los diferentes astrovirus
recombinantes en los experimentos para la cuantificacion de ARN viricos (ver apartado
4.2.3).

Para la cuantificacion de las progenies viricas se utilizé el método combinado de infectividad
en cultivo celular y deteccién de &cidos nucleicos por RT-PCR (CC-RT-PCR) descrito en el
apartado 3.2.3. Brevemente, diluciones decimales de cada suspension virica eran utilizadas
como in6culo de infeccion sobre monocapas de células CaCo-2, y a los 6 dias de la
infeccion, los extractos totales de esta infeccion eran analizados por RT-PCR amplificando la
region del extremo C-terminal del ORFla del genoma del virus con las variantes de los
cebadores Al y A2 descritas en la Tabla 4.1. Los fragmentos de amplificacién obtenidos
presentaban los mismos tamafios que en el caso de la deteccion del ARN gendmico

descritos en el apartado anterior.

Los productos de amplificacién eran visualizados en geles de poliacrilamida al 9% (ver
apartado 7.7), y la cantidad de virus infecciosos detectados era expresada como unidades
de CC-RT-PCR por mililitro en escala logaritmica en base 10 (log,, uCC-RT-PCR/mI)

teniendo en cuenta la Ultima dilucién positiva.

4.2.5. Programas informaticos para el andlisis de las Proteinas nsPla/4

Con el fin de establecer cuales eran algunas de las principales diferencias bioquimicas entre
las proteinas nsPla/4 de los diferentes astrovirus recombinantes, las secuencias
nucleotidicas correspondientes a la zona codificante de la proteina nsP1a/4 y las secuencias
aminoacidicas de la propia proteina de los tres virus recombinantes fueron alineadas
utilizando el programa informatico CLUSTAL W (Higgins y col., 1994). En los alineamientos
de secuencia nucleotidica, las inserciones y delecciones fueron corregidas manualmente de

acuerdo a los alineamientos de las secuencias aminoacidicas de la proteina.
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Sobre las secuencias aminoacidicas, se analizaron las posibles modificaciones post-
traduccionales. Los lugares de fosforilacion fueron predecidos utilizando el programa
informatico NetPhos 2.0 Server con un nivel de significancia de 0.5

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) (Blom y col., 1999). Los lugares de glicosilacion

de union de O-b-N-Acetil-Glucosamina (O-b-GIcNAC) y las posiciones yin-yang, aquellas que
son potencialmente fosforilables y glicosilables, se determinaron utilizando el programa
YinOYang 1.2 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/) (Gupta y Brunak,

manuscrito en preparacion).
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Obtencién de Astrovirus Recombinantes para la Proteina nsPla/4

Los genomas viricos obtenidos por transcripcién in vitro a partir de los diferentes clones
pAVIC6 recombinantes para la zona codificante de la proteina nsP1a/4 fueron transfectados
al interior de células BHK-21 por electroporacién. A las 24 horas no se detectaron virus por
inmunofluorescencia para ninguna de las construcciones, lo que indicaba una posible
ausencia de virus infecciosos o que el nimero de virus formados era muy bajo (inferior a 50

virus/ml).

Sin embargo, tras realizar entre 2 y 3 pasajes a ciegas sobre células CaCo-2 partiendo del
producto de transfeccién como inéculo, los titulos viricos se incrementaron sensiblemente.
Al realizar una inmunofluorescencia de las monocapas infectadas con el 3% pasaje de los

virus, practicamente todas las células de la monocapa estaban infectadas (Figura 4.2).

El titulo infeccioso del 3* pasaje de los virus fue determinado por CC-RT-PCR y se situd
entre 10° y 10® uCC-RT-PCR/ml. Cada suspensién virica se tituld6 un minimo de 2 veces y

los valores obtenidos se muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2: Titulacion del 3* pasaje de los diferentes virus recombinantes para la proteina nsP1a/4.

Virus 12 Titulacién 22 Titulacion 32 Titulacion Titulo virico
recombinante medio
HAstV-1/IV-C 10’ 10° 10° 4 x10°
HAstV-1/V-D 108 10’ 108 7 x 10’
HAstV-1/VI-F 10° 10° n.e. 1x10°

Valores expresados en uCC-RT-PCR/ml. n.e.: no ensayado.
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Figura 4.2: Inmunofluorescencia de células CaCo-2
infectadas con el astrovirus recombinante HAstV-1/IV-C.
El color anaranjado corresponde a la deteccién del virus.
El color azul corresponde al nucleo tefiido con DAPI.

El analisis de secuenciacién de &cidos nucleicos realizado sobre los genomas de las tres
suspensiones viricas recombinantes confirmaron que la mutagénesis realizada en la zona
codificante de la proteina nsPla/4 era estable y que los diferentes virus solo se
diferenciaban en esa region del genoma ya que la secuencia nucleotidica correspondiente a

la region del ORF2 era idéntica entre todos ellos y al vector pAVIC6.

Comparando exclusivamente las secuencias nucleotidicas donde se habia realizado la
mutagénesis, se observd que el mayor nimero de diferencias entre los tres genotipos (IV-C,
V-D y VI-F) se encontraba en la region 3’ del fragmento clonado. Esta region coincide con la
anteriormente descrita por otros autores como region hipervariable (HVR) (Willcocks y col.,
1994a; Méndez-Toss y col., 2000; Oh y Schreier, 2001; y Guix y col., 2002). En esta regién
se observo la presencia de nhumerosas inserciones y delecciones siempre multiples de tres
nucleétidos lo que es una evidencia inequivoca de que se trata de una regién codificante
(Figura 4.3).

Fuera de la zona de mutagénesis, las secuencias de los genomas de los tres clones eran

idénticas entre ellas y al vector pAVIC6 (Figura 4.4).
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Figura 4.3: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas codificantes para la proteina nsPla/4
de los tres virus recombinantes; donde (-): deleccién de nucledétido, (*): nucledtido igual en todos
los virus, (x): cambio de nucle6tido. En azul se marca la regién de hibridacion del cebador Al y
derivados, y en rojo la del cebador A2 y derivados.
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Figura 4.4: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas del extremo 5’ del ORF2 de los tres
virus recombinantes y del vector pAVIC6; donde (-): deleccidén de nucledtido. (*): nucleétido igual
en todos los virus y el plasmido. En azul se marca la regién de hibridacion del cebador Mon244 y
en rojo la del cebador Mon245int.
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4.3.2. Comparacioén de la Sintesis de ARN Viricos

Una vez obtenidos los diferentes astrovirus recombinantes para la proteina nsPla/4, se
llevaron a cabo los experimentos para comparar la capacidad de sintesis de ARN viricos y

de replicacion entre los diferentes virus recombinantes.

Por lo que hace referencia a los experimentos de cuantificacion de la sintesis de los
diferentes ARN viricos, se realizaron tres experimentos independientes, y en cada uno de
los experimentos se titul6 cada muestra un minimo de dos veces a partir de bancos de
diluciones independientes. Los resultados de la cuantificacion se muestran en la Tabla 4.3
como unidades de RT-PCR por mililitro expresados en logaritmo en base 10.

Tabla 4.3: Titulacién de los diferentes ARN viricos para los diferentes clones de astrovirus.

Virus recombinante po'?;iﬁ;jogcl)lscijt?va ARN genémico  ARN anti-genémico
HAstV-1/1V-C 7.87 +£0.98 5.97 £ 0.52 5.80 + 0.55
HAstV-1/V-D 7.87 +1.27 6.30 £ 0.89 5.30 £ 0.58
HAstV-1/VI-F 7.13+£0.75 747 x0.75 6.80+0.84

Valores de los tres experimentos expresados en log;o URT-PCR/mI como media + desviacién

estandar.

A primera vista se observé que la cantidad de ARN gendémico y ARN anti-gendémico
sintetizada por el virus recombinante HAstV-1/VI-F era claramente superior a la sintetizada
por los otros dos virus recombinantes. Sin embargo, estas diferencias desaparecian cuando
se comparaba la cantidad de ARN total de polaridad positiva (ARN gendémico y ARN

subgendmico).

Al realizar el estudio del andlisis de la varianza (ANOVA) aplicando el test LSD con una
probabilidad de error del 0.05 (p-value < 0.05), se confirmaron de forma estadistica las
diferencias entre los titulos de ARN genémico y ARN antigenémico del recombinante HAstV-
1/VI-F respecto a los de los virus recombinantes HAstV-1/IV-C y HAstV-1/V-D. La cantidad
de ARN total de polaridad positiva no mostraba diferencias significativas entre los diferentes
virus recombinantes (Figura 4.5).
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Figura 4.5: ANOVA de la titulacion de los diferentes ARN viricos
para los diferentes virus recombinantes. Valores expresados
como media * error estandar. Las letras sobre las barras indican
los grupos homogéneos.

Cuando los valores obtenidos para la cuantificacion de ARN total de polaridad positiva eran
desglosados en tanto por ciento de ARN genémico y ARN subgendmico respecto al ARN
total, se observaron importantes diferencias que podian sugerir patrones distintos de
replicacién virica entre los diferentes genotipos de astrovirus. La cantidad de ARN
subgenomico se estimo realizando la sustraccion del ARN gendmico al ARN total (Tabla
4.4).

Tabla 4.4: Porcentajes de ARN genomico y ARN subgendmico respecto al ARN total de polaridad +.

Virus ARN total de % ARN genémico % ARN

recombinantes polaridad positiva subgendmico
HAstV-1/IV-C 7.87 £0.98 1.82+1.92 98.18 +1.92
HAstV-1/V-D 7.87 £1.27 20.75 + 15.20 79.25 +15.20
HAstV-1/VI-F 7.13+0.75 > 99,99 * <0.01*

*: Diferencias estadisticamente significativas respecto al resto de genotipos (p-value < 0.05).

Analizando estos porcentajes se observé que la cantidad de ARN subgendmico producido
por los virus recombinantes HAstV-1/IV-C y HAstV-1/V-D era muy superior al producido por
el HAstV-1/VI-F siendo la proporcién del ARN subgenémico de este Ultimo muy baja
respecto al ARN total de polaridad positiva. Al realizar una ANOVA aplicando el test LSD
con una probabilidad de error del 0.05, se observo que las diferencias observadas eran

estadisticamente significativas (p-value < 0.05) (Tabla 4.4).
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4.3.3. Comparacion de la Produccién de Progenie Virica Infecciosa

Los experimentos de cuantificaciéon de produccién de progenie virica infecciosa se llevaron a
cabo a partir de los medios de cultivos infectados en los experimentos realizados para la
cuantificacién de sintesis de ARN viricos. En cada uno de los experimentos se titul6 cada
muestra un minimo de dos veces a partir de bancos de diluciones independientes. Los
resultados de la cuantificacion se muestran en la Tabla 4.5 como unidades de CC-RT-PCR
por mililitro expresados en logaritmo en base 10.

Tabla 4.5: Titulacion de las progenies viricas obtenidas tras
infeccion de CaCo-2 con los tres virus recombinantes

reco\rg[alfr?ante Progenie virica media
HAstV-1/IV-C 7.75+£0.50
HAstV-1/V-D 8.25+0.50
HAstV-1/VI-F 7.00 + 0.00

Valores expresados en log;g UCC-RT-PCR/ml como media +
desviacion estandar

El estudio del analisis de la varianza (ANOVA), aplicando el test LSD con una probabilidad
de error del 0.05, confirmé estadisticamente las diferencias entre las progenies viricas
producidas por los recombinantes HAstV-1/IV-C y HAstV-1/V-D respecto a la producida por
el HAstV-1/VI-F, siendo la de este ultimo inferior a la de los dos primeros (p-value < 0.05)
(Figura 4.6).

10
g’ A
o
g 8- A
=
2
o
g
_6<
5,
I
O
Q Q Y

VIRUS RECOMBINANTE

Figura 4.6: ANOVA de la titulacién de las progenies viricas de los tres
virus recombinantes. Valores expresados como media + error estandar.
Las letras sobre las barras indican los grupos homogéneos.
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4.3.4. Andlisis Computacional de las Proteinas nsPla/4

En primer lugar, a partir de las secuencias nucleotidicas de la region del genoma de cada
virus sometida a mutagénesis, se estableci6 la secuencia aminoacidica que forma parte de

la proteina nsPla/4.

Tras realizar un alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los tres virus
recombinantes, se observaron un total de 21 posiciones con cambio de aminoacido y 4
zonas con insercién o deleccion de aminoacidos entre los diferentes virus. De los cambios
de aminoacidos, 10 eran conservativos (47.62%), 7 eran semiconservativos (33.33%) y 4
eran no conservativos (19.05%). Cabe destacar que en la regién hipervariable (HVR), entre
los residuos 230 y 290, se concentraban la totalidad de los 4 puntos de insercién/deleccion y

aproximadamente la mitad de todos los cambios de aminoacido (Figura 4.7).

HAstV-1/1V-C AMVHGNTLSYAVRTQDGMSGAPVCDKMGRVLAVHQTNTGMTGGAV 1 IDPADFHPVKA 57

HAstV-1/V-D AMVHGNTLSYAVRTQDGMSGAPVCDKMGRVLAVHQTNTGMTGGAV 1 IDPADFHPVKA 57

HAstV-1/VI-F ATVHGNTLSYAVRTQDGMSGAPVCDKMGRVLAVHQTNTGMTGGAV 1 IDPADFHPVKA 57
* - kk * KXk * KXk * KXk * * * *

HAstV-1/V-D PSQVELLKEEIERLKAQLNSAAENPATVATQQP 1 VTLEQKSVSDSDVVDLVRTAMEREMK 117
HAstV-1/VI-F PSQVELLKEE IERLKAQLNSAAENPVTAVIQQPVVALEQKSVSDEBDVVDLVRTAMEREMK 117
* * * - * -k - * * - *

HAstV-1/1V-C PIQVELLKEE 1 ERLKAQLS.TAENPATVVTQQPIVTLEQKSVSDIDVI DLVRTAMEREMK 117

HAstV-1/V-D VLRDE ING I LAPFLQKKKGKTKHGRGRVRRNLRKGVKLLTEEEMRELLEKGLDRETFLDL 177

HAstV-1/1V-C VLRDEING I LALFLQKKKGKTKHGRGRVRRNLRKGVKLLTEEEMRELLEKGLDRETFLDL 177
HAstV-1/VI-F VLRDEINGILAPFLQKKKGKTKHGRGRVRRNLRKGVKLLTEEEMRELLEKGLDRETFLDL 177

X
HAstV-1/1V-C 1DRI IGERIGIPDIDDEDIDEDDDGWGMVGDDVEFDﬁEVI NFDQAKPTPAPRI1KPQQ 237
GMPD,
GMPD,

HAstV-1/V-D IDRIIGER DDEDMDEDDDGWGMVGDDVEFDETEV INFDQAKPTPAPRTTKP-~ 235

HAStV-1/VI-F IDRI1GER DDEDMMDEDDDGWGMVGDDVEFDYTEV INFDQTKPTPAPRTTKSVP 237
= = = = = z X* .

HAStV-1/1V-C  ANTS--QKPRPELEAEAQPLDLBQKK-—--- EKQPEHEQQVAKPTKPQKNEPQPESQTYG 290

HAStV-1/V-D  ——————— KPCPDPETEAQPLDLBOKK-—--- EKQPEHEQQVAKPTKPQKSEPQPYSQTYG 283

HAstV-1/VI-F  [ESSEKLPKPCPEPEAEAQPLDLEQKKAAENPEKQPEREKQVVKP-KPQKSEPQPHISQTYG 296
**X*:X*: * * * :*:**X** Fkyx *

HAstV-1/1V-C KAPIWESYDFDWDEDDAKFILPAPHR 316
HAstV-1/V-D KAP IWESYDFDWDEDDAKFILPAPHR 309
HAstV-1/VI-F KAPIWESYDFDWDEDDAKFILPAPHR 321

Figura 4.7: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la regién de la proteina nsPla/4 para
cada uno de los virus recombinantes; donde (*): aminoacido igual en los tres virus, (:): cambio
conservativo, (.): cambio semiconservativo, (X): cambio no conservativo; (-) zona de
insercién/deleccién de aminoacidos. En rojo se marcan los potenciales lugares de fosforilacion, en
azul los potenciales lugares de O-glicosilacién y en verde las posiciones yin-yang.

Dado que los diferentes virus recombinantes tenian genomas idénticos a excepcion de la
region sometida a mutagénesis, no cabe duda de que las diferencias encontradas en los
niveles de sintesis de ARN viricos y de replicacion del virus debian correlacionarse con las
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propiedades biolégicas de la proteina nsP1a/4 y con los cambios existentes en esta proteina

entre los diferentes genotipos del virus.

Con el fin de intentar esclarecer qué propiedades biologicas de la proteina nsPla/4 podian
estar relacionadas con una funcion de regulacion de la replicacion del ARN virico, se estudio
la presencia de residuos aminoacidicos susceptibles a modificaciones post-traduccionales
con varios programas informaticos de prediccion que indicaban qué residuos Ser, Thry Tyr
podian ser fosforilables, glicosilables o ambas cosas.

Los patrones de fosforilacion y glicosilacion de la proteina nsP1a/4 eran muy similares entre
los diferentes clones a lo largo de toda la secuencia aminoacidica analizada a excepcion de

la region hipervariable rica en inserciones y delecciones.

Con respecto al patrén de fosforilacion, la proteina nsPla/4 del clon HAstV-1/VI-F
presentaba una mayor proporcion de residuos fosforilables, un total de 24, que los otros dos
clones, que tenian 20 cada uno. Al analizar qué tipo de residuos eran fosforilables, se
observdé que los tres clones tenian aproximadamente el mismo numero de tirosinas
fosforilables, entre 10 y 11, y que las principales diferencias venian en el nUmero de serinas
y treoninas fosforilables, 10 para los clones HAstV-1/IV-C y HAstV-1/V-D y 14 para el clon
HAstV-1/VI-F. Concretamente en la regién hipervariable era donde se observaban la
mayoria de diferencias entre los distintos clones con 7 residuos Ser o Thr fosforilables en el
HAstV-1/VI-F y con 4 y 3 residuos Ser o Thr fosforilables en los clones HAstV-1/V-D y IV-C

respectivamente (Figuras 4.7 y 4.8).

En cuanto al patron de glicosilacién, las diferencias entre los tres clones no eran tan
evidentes ni teniendo en cuenta toda la secuencia de la proteina ni centrdndonos en la
region hipervariable. En total, el clon HAstV-1/IV-C tenia 11 residuos Ser o Thr glicosilables
y los clones HAstV-1/V-D y HAstV-1/VI-F tenia 14 cada uno. Especificamente en la region
hipervariable, el clon HAstV-1/IV-C tenia 4 residuos Ser o Thr glicosilables y los clones
HAstV-1/V-D y HAstV-1/VI-F tenia 6 cada uno (Figuras 4.7 y 4.9).

Finalmente, en cuanto a las posiciones yin-yang, aquellas que pueden ser tanto fosforiladas
como glicosiladas, los resultados seguian la tendencia marcada por los lugares fosforilables
encontrado 7 posiciones yin-yang en el clon HAstV-1/VI-F, 5 en el clon HAstV-1/V-D y 4 en
el clon HAstV-1/IV-C, encontrdndose las diferencias dentro de la region hipervariable
(Figuras 4.7 y 4.9).
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Figura 4.8: Patréon de fosforilacion de las secuencias aminoacidicas de la regidon de la proteina
nsPla/4 para cada uno de los virus recombinantes segun el programa NetPhos 2.0 con un nivel de
significancia de 0.5.
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YinOYang 1.2: predicted O-b-GIcN Ac sites in HAstV-1-IV-C
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YinOYang 1.2: predicted O-b-GlcNAc sites in HAstV-1-V-D
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YinOYang 1.2: predicted O-b-GIcN Ac sites inHAstV-1-VI-F
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Figura 4.9: Patrén de glicosilacion de las secuencias aminoacidicas de la regién de la proteina
nsPla/4 para cada uno de los virus recombinantes segun el programa YinOYang 1.2 con un nivel de
significancia de 0.5. También se muestran los residuos yin-yang.
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4. El Papel de la Proteina nsP1a/4 en la Replicaciéon de Astrovirus

4.4. DISCUSION

La construccién de tres clones de astrovirus genéticamente idénticos a excepcién de la zona
codificante para la proteina nsPl1a/4 del ORF1a ha permitido establecer una relacion directa

entre la proteina nsP1a/4 de astrovirus y la replicacién del genoma virico.

Cada virus recombinante se caracterizaba por tener clonada la secuencia que codifica para
la proteina nsP1a/4 correspondiente a diferentes genotipos de astrovirus, en concreto, para
los genotipos IV-C, V-D y VI-F (Guix y col., manuscrito en preparacion). Las diferencias
encontradas entre los distintos clones con respecto a la sintesis de ARN viricos y a los
niveles de produccion de progenie virica indican un papel importante de la proteina nsPla/4
en la replicacién de astrovirus ya que dichas diferencias s6lo pueden ser atribuidas a la
variabilidad existente entre las proteinas nsP1a/4 de los diferentes clones.

Recientemente, Guix y col. (2004b) han sugerido que la proteina nsP1la/4 esta relacionada
con la replicacion del genoma virico. El analisis de la secuencia aminoacidica de esta
proteina permitié comprobar la existencia de similitudes con otras proteinas no estructurales
de otros virus, también relacionadas con la replicacion del ARN virico, como la nsP3 de
alphavirus. Se identificaron una serie de propiedades generalmente asociadas con la
replicacion del ARN virico como la presencia de una region rica en prolinas y glutaminas, de
varios residuos potencialmente fosforilables o glicosilables y de una sefial de retencion en

membranas de reticulo endoplasmatico.

Ademdas de todo este andlisis computacional, también observaron una colocalizacién de la

proteina nsPl1la/4 con el ARN virico y el propio reticulo endoplasmatico. Sin embargo, a
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pesar de todas estas aproximaciones, no se descarté que este papel modulador de la

replicacion del ARN virico pudiese ser llevado a cabo por otras proteinas del virus.

El modelo propuesto de replicacién de astrovirus comienza con la entrada del virus al interior
de la célula donde el genoma virico se desencapsida y se copia para dar un ARN anti-
gendmico de polaridad negativa. Este ARN anti-genémico sirve de molde a la ARN
polimerasa virica para sintetizar nuevos ARN genomicos y ARN subgendmicos. Los ARN
subgendmicos se utilizan para producir las proteinas estructurales de la capside que
permitirdn encapsidar los ARN genomicos vy liberar la progenie virica al exterior celular
cerrando el ciclo (Monroe y col., 1991; Monroe y col. 1993; Lewis y col., 1994; y Matsui y
Greenberg, 2001a).

En este trabajo no se detectaron diferencias entre los tres clones con respecto a la sintesis
de ARN total virico de polaridad positiva, pero si se observd que el clon HAstV-1/VI-F
sintetizaba mas ARN gendmico y ARN anti-genémico que los clones HAstV-1/IV-C y HAstV-
1/V-D (ver Tabla 4.3 y Figura 4.5).

Estos resultados sugerian que el clon HAstV-1/VI-F podria tener una mayor capacidad
replicativa que los otros dos (HAstV-1/IV-C y HAstV-1/V-D). Sin embargo, cuando este ARN
anti-gendmico era utilizado como molde para dar lugar a los nuevos ARN gendmicos y ARN
subgendmicos, se observd que el clon HAstV-1/VI-F era muy poco eficiente sintetizando
ARN subgenémico y que practicamente todo el ARN de polaridad positiva correspondia a
ARN gendmico. Por el contrario, para los clones HAstV-1/IV-C y HAstV-1/V-D, esta relacion
se invertia, y la cantidad de ARN subgendmicos superaba ampliamente a la de ARN

gendmicos (ver Tabla 4.4).

De este modo, y siguiendo el modelo de replicacion de astrovirus, en el caso del HAstV-1/VI-
F existiria un déficit de ARN subgendmico que comprometeria la sintesis de proteinas
estructurales en grandes cantidades, y por muchos ARN gendmicos que hubiera, todos no
podrian ser encapsidados dando lugar a virus infecciosos, con lo que el titulo virico de la
progenie seria bajo. Por el contrario, los clones HAstV-1/IV-C y HAstV-1/V-D, al tener mayor
proporcion de ARN subgendémicos, podrian sintetizar grandes cantidades de proteina
estructural de la capside y tendrian la capacidad de encapsidar la mayoria de los ARN

gendmicos sintetizados dando lugar a progenies viricas de mayor titulo.

Si bien se necesitan mas estudios para confirmar esta hipétesis referente a la existencia de

diferentes estrategias en la modulacién de la replicacion del ARN virico en funcién del
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genotipo de astrovirus, ésta se ve reforzada por los resultados obtenidos en la cuantificacion
de virus presentes en las progenies viricas de infecciones in vitro (ver Tabla 4.5 y Figura 4.6)
y en las heces de pacientes con gastroenteritis causadas por astrovirus (ver Estudio I). En el
presente estudio, los clones equivalentes a los genotipos IV-C y V-D presentaban mayores
progenies viricas infecciosas que el genotipo VI-F, y en las muestras fecales, las cargas
virales excretadas para los genotipos IV-C y V-D eran superiores a las de cualquier otro

genotipo.

La replicacién del genoma virico es un proceso complejo que implica un gran nidmero de
interacciones entre los ARN viricos y diferentes proteinas tanto de origen virico como
celular. En consecuencia, no se puede condicionar su funcionamiento a las caracteristicas
biolégicas de una uUnica proteina, pero cambios en cualquiera de los engranajes de la
maquinaria del proceso pueden dar lugar a ventajas o desventajas en su funcionamiento

general.

La proteina nsP3 de alphavirus presenta una region amino-terminal muy conservada
mientras que la regiébn carboxi-terminal presenta una elevada variabilidad incluyendo
inserciones y delecciones (Strauss y col., 1988; y LaStarza y col., 1994a). Su funcién exacta
no se conoce pero se ha descrito que es imprescindible para la sintesis de ARN viricos
(Hahny col., 1989; y LaStarza y col., 1994b). Se trata de una proteina que se modifica post-
traduccionalmente por fosforilacion de residuos Ser y Thr en una proporcién 2:1 dando lugar
a varias formas con diferente movilidad electroforética (Perénen y col., 1988; y Li y col.,
1990). También se ha descrito que es capaz de unirse a membranas celulares (LaStarza y
col.,, 1994b). Cuando todas estas caracteristicas de la proteina nsP3 de alphavirus son
comparadas con las descritas por Guix y col. (2004b), y teniendo en cuenta que el modelo
de replicacién de astrovirus se extrapola de los bien conocidos modelos del virus Sindbis y
del virus Semliki Forest, dos alphavirus, es licito hipotetizar sobre paralelismos funcionales
entre ambas proteinas, y mas con los resultados obtenidos en este estudio que confirman la

relacion de la proteina nsP1a/4 con la replicacion del genoma de astrovirus.

Si bien habiamos demostrado dicha relacién, era necesario estudiar mas a fondo qué
propiedades de la proteina nsPla/4 permitia que hubiese diferencias en las estrategias de
replicaciéon de los diferentes clones, o lo que es equivalente de los diferentes genotipos de
astrovirus, de modo que se tradujese en una mayor capacidad para producir progenie virica.
Para ello realizamos un analisis computacional de los potenciales lugares de modificacion
post-traduccional por fosforilaciéon y/o glicosilacibn que presentaban la proteina nsPla/4

correspondientes a los diferentes genotipos.
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En el caso de los alphavirus parece existir una regulacion de la funcién de la proteina nsP3
en relaciéon con sus niveles de fosforilaciéon ya que mutaciones que deleccionan residuos
potencialmente fosforilables hacen que se reduzca la sintesis de ARN viricos (Li y col.,
1990; y Vihinen y col., 2001).

En nuestro caso, la proteina nsPla/4 de astrovirus presenta una serie de inserciones y
delecciones en la region hipervariable entre los diferentes genotipos del virus que provoca la
aparicion o desaparicion de nuevos lugares de fosforilacion en residuos Ser y Thr. De este
modo, el clon correspondiente al genotipo HAstV/VI-F presenta 7 residuos Ser y Thr
fosforilables en la region hipervariable frente a los 4 y 3 que presentan los genotipos
HAstV/V-D y HAstV/IV-C respectivamente. Segun el modelo de alphavirus, estas diferencias
se corresponderian con una mayor capacidad de sintesis de ARN viricos por parte del clon
HAstV/VI-F. Cuando analizamos nuestros resultados, se confirmd que éste clon sintetizaba,
de forma significativa, mas cantidad de ARN genémico y ARN anti-genémico que los otros
dos clones. En consecuencia, los resultados obtenidos sugieren que los niveles de ARN
gendmicos y anti-gendmicos estan relacionados con los niveles de fosforilacion de la
proteina nsPla/4 de modo que cuanto mas fosforilada esta, mas ARN se sintetiza. La
misma tendencia en cuanto a diferencias se observa con respecto a los potenciales lugares
de glicosilacion, pero las diferencias entre los tres clones no son tan evidentes y el papel de

la glicosilacién en la regulacién de la sintesis de ARN viricos no est4 tan claro.

Comentario aparte merece la sintesis del ARN subgendmico. LaStarza y col. (1994b)
describieron el caso de un mutante del virus Sindbis que presentaba una insercion de tres
aminodcidos en la proteina nsP3 y esto producia que, a pesar de que sintetizaba las
cantidades de ARN gendmico y ARN anti-genémico correctas, era defectivo en la sintesis de
ARN subgendmico. Sin cerrar las puertas a otras posibles explicaciones, LaStarza y col.
relacionaron la baja sintesis de ARN subgenomico por una alteracion en el patrén de
fosforilacion de la proteina nsP3 de modo que la conformacién de la proteina quedaba
modificaba y se dificultaba su interaccion con el promotor situado en el ARN anti-genémico
gue permitia la sintesis del ARN subgendémico pero no con el promotor que daba lugar al
ARN gendmico.

Curiosamente, nuestros resultados muestran que el genotipo HAstV/VI-F presenta una
insercion de 5 aminoacidos (de la A4 a la P,gg) que no presentan los otros dos genotipos
estudiados y que podria explicar, al igual que en el caso anterior de alphavirus, una menor
eficiencia en la sintesis de ARN subgendmicos sin verse afectados los niveles de ARN

gendmicos y ARN anti-genémicos.
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Finalmente, si bien todas estas comparaciones entre los resultados obtenidos en este
estudio y los modelos de replicacion del ARN virico de alphavirus hacen que nuestra
hipétesis inicial referente a la existencia de diferentes estrategias de replicacion del genoma
de astrovirus en funcién del genotipo del virus se vea reforzada, para confirmar el papel de
la fosforilacion en la regulacién de la proteina nsPla/4 se necesitarian futuros estudios de
mutagénesis puntual en los residuos potenciales de ser fosforilados y la evaluacién del

efecto de estas mutaciones sobre la replicacion del ARN virico.
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5. ESTUDIO III:

ENSAMBLAJE DE PARTICULAS VIRUS-LIKE (VLPs) DE
ASTROVIRUS COMO MODELO DE LA MORFOGENESIS VIRAL
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5. Particulas “Virus-Like” de Astrovirus

5.1. ANTECEDENTES

A pesar de que hace mas de 25 aflos que se descubrieron los astrovirus, todavia no existe
un modelo Unico universalmente aceptado que explique como tiene lugar la morfogénesis

del virus ni como se generan las diferentes proteinas que forman parte de la capside.

Tradicionalmente, a los astrovirus se les ha atribuido un didmetro de unos 28 nm, con una
superficie lisa y una caracteristica estrella de cinco o seis puntas en la superficie del 10% de
las particulas (Madeley y Cosgrove, 1975). A medida que se han ido realizando nuevos
estudios, se ha observado que el didmetro de las particulas viricas puede variar, en funcién
de la fuente del virus y el método de preparacion para la observacion al microscopio
electrénico, entre 28 y 43 nm (Woode y col., 1984; Aroonpraset y col., 1989; Risco y col.,
1995; y Matsui y Greenberg, 2001a). Cabe destacar que también se ha descrito la presencia
de espiculas protuberantes en la superficie de los viriones en contra de los primeros
estudios que describian virus de superficie lisa (Risco y col., 1995; y Matsui y Greenberg,
2001a).

Esta demostrado que las proteinas de la cdpside del virus se generan a partir de un ARN
subgendmico producido a partir del ORF2 del genoma del virus (Monroe y col., 1993). El
ORF2 del HAstV-1 codifica para una poliproteina de 787 aminoacidos con un peso
molecular tedrico de 87 kDa (Monroe y col., 1991; y Lewis y col., 1994). Esta poliproteina de
87kDa es el precursor de las proteinas de menor tamafio que forman parte del virién
maduro: 32-35 kDa, 27-31 kDa y 24-26 kDa (Monroe y col., 1991; Lewis y col., 1994; Belliot
y col., 1997a; y Bass y Qiu, 2000).
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Hoy en dia, el procesamiento proteolitico del precursor hacia las diferentes proteinas
estructurales que forman parte del viribn es aln objeto de controversia, y hasta la fecha se

han propuesto tres modelos diferentes (ver Figura 1.4, pagina 17).

En un principio, Bass y Qiu (2000) propusieron un procesamiento intracelular del precursor
de la capside del HAstV-1 por su extremo amino-terminal entre los residuos 70 (Arg) y 71
(Lys) dando lugar a una poliproteina de aproximadamente 79 kDa. Esta nueva poliproteina
se ensamblaria formando un virién inmaduro que tras salir al exterior celular seria procesado
por la accion de la tripsina dando lugar al virion maduro infeccioso con las proteinas

estructurales de menor tamafo.

Posteriormente, Geingenmiller y col. (2002b) refutaron este modelo y propusieron que era
directamente la poliproteina de 87 kDa la que se ensamblaba dando lugar al virién
inmaduro. Finalmente, Méndez y col. (2002) propusieron un tercer modelo en el que el
precursor de la capside del HAstV-8 era procesado intracelularmente por el extremo carboxi-
terminal generandose una nueva poliproteina de 70 kDa que se ensamblaria dando lugar al

virién inmaduro.

La formacion de particulas “virus-like” (VLPs) a partir de la expresion de los genes
codificantes para las proteinas de la capside se ha logrado en diferentes sistemas de
expresion heterdloga para un gran numero de virus ARN como calicivirus, rotavirus y
hepatitis A (French y Roy, 1990; Jiang y col, 1992; Crawford y col., 1994; y Pint6 y col.,
2003), e incluso para el HAstV-2 bajo el sistema de expresién de Vaccinia (Dalton y col.,
2003). Debido a las grandes cantidades de material virico que se obtiene en los diferentes
sistemas de expresion, las VLPs han sido utilizadas como herramientas para el analisis de
morfogénesis viral (Kosukegawa y col., 1996; y White y col.,, 1997) y para estudios de
inmunizacién (Conner y col., 1996). Ademas las VLPs han sido propuestas para su futuro
uso en terapia génica (El Mehdaoui y col., 2000; y Touzé y col., 2001) y como portadores de
epitopos y moléculas trazadoras (Nagesha y col., 1999; y Charpilienne y col., 2001).

El objetivo del dltimo estudio de esta tesis doctoral fue poner a punto una metodologia de
produccion de VLPs de astrovirus con el sistema de expresion heterdloga de baculovirus
recombinantes a partir de la expresion del ORF2 de astrovirus que nos permitiese obtener
datos experimentales para discutir cual de los modelos de ensamblaje propuestos hasta el
momento era el correcto, y al mismo tiempo que nos permitiese estudiar la morfogénesis de

astrovirus.
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Para conseguir este objetivo, nos centramos en los modelos de ensamblaje de particulas
viricas de HAstV-1 propuestos por Bass y Qiu (2000) y Geingenmiiller y col. (2002b). El
modelo propuesto por Méndez y col. (2002) no lo tuvimos en cuenta al basar sus estudios

en el serotipo 8 de astrovirus.

De este modo, la estrategia a seguir fue construir baculovirus recombinantes que
expresasen la poliproteina completa de 87 kDa (modelo de Geigenmuiller y col., 2002b) y la
poliproteina procesada de 79 kDa (modelo de Bass y Qiu, 2000).

Tras analizar los productos de expresion obtenidos, se estudio el efecto de diferentes
condiciones quimicas en la purificacion de las VLPs como puede ser la utilizacién de
gradientes de sacarosa o CsCl en la purificacién, y la presencia o ausencia de agentes
guelantes de iones divalentes en la purificacion, para finalmente caracterizar biol6gicamente
las VLPs obtenidas.

Ademas, también se construyd un baculovirus recombinante que expresase una proteina de
fusion entre la GFP y la poliproteina de 79 kDa segun el modelo de Bass de forma que si se
formasen VLPs fluorescentes se abriera la puerta a su posible utilizacibn como virus
trazadores en estudios ambientales tal y como se realizé en su dia con GFPVLPs de

rotavirus (Caballero y col., 2004).

111



112



5. Particulas “Virus-Like” de Astrovirus

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Virus y Lineas Celulares

A lo largo de este estudio se utilizd la linea celular Sf9 (Spodoptera frugiperda) para la
propagacion de las diferentes cepas de baculovirus recombinantes y de la cepa AcCNPVRPS8
de baculovirus. Esta Ultima se caracteriza por no expresar la proteina poliedrina y se utilizd

como control negativo de expresion a lo largo de todo el estudio.

La linea celular CaCo-2 se utilizé para la propagacion de una cepa de astrovirus humano

serotipo 1 (HAstV-1) adaptada a cultivo celular.

En el apartado 7.1 se detallan la manipulacién y caracteristicas de las lineas celulares asi

como el origen de las diferentes cepas viricas.

5.2.2. Construccion de Baculovirus Recombinantes

El primer paso a realizar fue la construccion de los tres baculovirus recombinantes cuyos
genomas incorporasen, respectivamente, el ORF2 entero del HAstV-1 (Acc. N° L23513), la
forma truncada por el extremo 5’ del ORF2 (DORF2, con una deleccion de los 70 primeros
aminodcidos), y una fusién entre el gen de la GFP de la especie Aequorea victoria y el
DORF2 (GFPDORF2). A estos baculovirus se les denomin6 a lo largo de todo el estudio
AcNPV-ORF2, AcNPV-DORF2 y AcNPV-GFPDORF2, respectivamente.

Para la construccion de los diferentes baculovirus recombinantes se utilizé el sistema Bac-

to-Bac Expression System (Invitrogen). La amplificacién de las diferentes secuencias
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correspondientes al ORF2 del genoma del HAstV-1 se realizé a partir del vector pAVIC6 que
incorpora el ADNc completo del genoma de HAstV-1 (Acc. N° L23513) construido por
Geigenmuiller y col. (1997), y cedido a nuestro laboratorio por S. Matsui de la Universidad de
Stanford en California (USA). Para la amplificacion de la secuencia correspondiente al

genoma de la GFP se utiliz6 el vector pEGFP-1 (BD Biosciences) (Paso 1, Figura 5.1).

El ORF2, situado entre los nucleé6tidos 4328 y 6691 del ADNc de HAstV-1, se amplifico
utilizando los cebadores A4328 (5-AGGACGCGGCCGCCACCATGGCTAGCAAGTCCAA
TAAGC-3’) que contiene una diana para la enzima de restriccion Not | (en negrita) y la sefial
de Kozak de unién del ribosoma (subrayada) (Kozak, 1989), y A6691 (5-
TACCCCTGCAGCTACTCGGCGTGGCCGCGGCT-3) que contiene una diana para la

enzima de restriccion Pst | (en negrita).

El DORF2, situado entre los nucleétidos 4538 y 6691 del ADNc de HAstV-1, se amplificd
utilizando los cebadores A4538 (5-ACATTGCGGCCGCCACCATGGGTAAACAGGGTGT
CACAGGACCAAAACC-3) que contiene una diana para la enzima de restricciébn Not | (en

negrita) y la sefial de Kozak de unién del ribosoma (subrayada), y A6691.

El GFPDORF2 se obtuvo tras fusionar los productos de PCR obtenidos a partir de la
amplificacién del gen de la GFP y del DORF2. EIl gen de la GFP se amplificé con los
cebadores NtGFP (5-CGCTAGCGGCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGC-3)
gue contiene una diana para la enzima de restriccion Not | (en negrita) y la sefial de Kozak
de unién del ribosoma (subrayada), y CtGFP (5-GGATCCTCTAGACATGTGGTGGTGGT
GGTGGT-3) que contiene una diana para la enzima de restriccion Xba | (en negrita). El
DORF2 se amplific6 con los cebadores NtDORF2 (5-TCAATTCTAGAGGATCCAAACAGGG
TGTCACAGGACCAA-3) que contiene una diana para la enzima de restriccion Xba | (en

negrita) y un tetrapéptido flexible que codifica para los aminoacidos SRGS (subrayado), y el

A6691. Ambos amplimeros fueron digeridos con la enzima Xba | y ligados entre si.

En todas las reacciones de PCR llevadas a cabo se utilizé la enzima Pwo DNA polymerase
(Roche) (ver apartado 7.6) siguiendo el programa de amplificacion detallado a continuacion:
desnaturalizacién de 3 min a 95 °C; 35 ciclos de amplificacion desglosados en 45 sec a 95
°C, 30 sec a 65 °Cy 2 min a 72 °C; y una elongacion final de 7 min a 72 °C.
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Figura 5.1: Esquema de la construccion de los baculovirus recombinantes; donde M: marcador de peso
molecular. Pesos moleculares expresados en pares de bases.
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Los diferentes productos de amplificacién, ORF2 (2364 pb), DORF2 (2154 pb) y GFPDORF2
(2961 pb), fueron digeridos con las enzimas de restriccion Not | y Pst | y clonados dentro del
vector pFastBac (Invitrogen) linearizado con las mismas enzimas. Células competentes
Library Efficiency E. Coli DH5a fueron transformadas con los distintos productos de
clonacion utilizando como antibiético de seleccion la ampicilina a una concentracion de 100

ng/ml (ver apartado 7.10) (Paso 2, Figura 5.1).

La insercién del fragmento en el vector de células transformadas fue confirmada por
hibridacion molecular de &cidos nucleicos con una sonda de ADNc de 412 pb marcada con

digoxigenina y especifica de una regién del ORF2 del genoma de HAstV-4.

Para ello, se hicieron estrias de las colonias transformadas sobre una membrana de nylon
en contacto con agar LB suplementado con 100 ng/ml de ampicilina y se incubaron durante
3 h a 37 °C. Tras el periodo de crecimiento, la membrana de nylon se puso en contacto
durante 15 min con solucién desnaturalizante (0.5N NaOH, 1.5M NaCl y 0.1% SDS), durante
5 min mas con solucién de neutralizacién (1.5M Tris HCI pH 7.5 y 1.5M NaCl) y durante 15
min mas con solucién 2X SSC (ver pag 163). Tras dejar secar la membrana, los acidos
nucleicos fueron fijados a ésta por tratamiento con radiacion ultravioleta durante 3 min e
incubacion a 120 °C al vacio durante 20 min. La hibridacion molecular de acidos nucleicos
para detectar el inserto se realiz6 tal y como se detalla en el apartado 7.5.2 utilizando un

revelado cromogénico.

Para confirmar que la insercién se habia realizado en el lugar y orientacién correctos, se
realizé un andlisis de polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccibn con toda una

bateria de enzimas de restriccion.

Aquellos clones para los que se confirmé la correcta insercion del fragmento se utilizaron
para la obtencién de los diferentes baculovirus recombinantes. Con este fin, para cada uno
de los clones recombinantes, se transformaron células competentes E. coli DH10Bac
(Invitrogen) (ver apartado 7.10) utilizando como antibiéticos de seleccion la kanamicina a 50
ng/ml, la gentamicina a 7 mg/ml y la tetraciclina a 10 ng/ml y en medio LB suplementado con
100 ng/ml X-Gal y 40 nmg/ml IPTG. Las células competentes E. coli DH10Bac se caracterizan
por poseer el Bacmid? (Invitrogen), un genoma circular homélogo al de baculovirus en el que
se ha sustituido el gen de la poliedrina por el gen lacZa. Las caracteristicas del Bacmid?
permiten la transposicién del fragmento clonado en el vector pFastBac justo detrds del

promotor de la poliedrina, truncando el gen lacZa y dando lugar a colonias de fenotipo color
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blanco en caso de transposicion positiva. En aquellas células donde no se haya dado la

transposicion, el fenotipo de la colonia era azul (Paso 3, Figura 5.1).

Para algunas de las colonias positivas para la transposicién se confirmé si ésta se habia
realizado en el lugar y orientacion correctos mediante PCR con una combinacion de

cebadores externos al lugar de la transposicion e internos al fragmento clonado.

Finalmente, para generar los baculovirus recombinantes, los correspondientes Bacmid?
recombinantes fueron transfectados a células Sf9 (ver apartado 7.13). Tras la transfeccion,
los baculovirus recombinantes fueron recuperados a partir de los sobrenadantes de los
cultivos infectados (Paso 4, Figura 5.1).

La determinacion del titulo virico, asi como la obtencion de nuevas suspensiones viricas se

realizaron tal y como se detalla en el apartado 7.2 (Paso 5, Figura 5.1).
5.2.3. Expresién de Proteinas Recombinantes

Una vez obtenidos los baculovirus recombinantes, se evalud la capacidad de expresar las
proteinas de las construcciones clonadas mediante la infeccidon de células Sf9. Infecciones

con el baculovirus AcCNPVRP8 se utilizaron como controles negativos de expresion.

La expresion de la proteina se evalué tanto a partir de la fraccion celular como de los
sobrenadantes de los cultivos. En el primer caso, 1.2 x 10’ células Sf9 eran sembradas en
un frasco de 75 cm? e infectadas a una m.o.i. de 5-10 con cada uno de los baculovirus
recombinantes (ver apartado 7.2.2 para células adheridas al soporte plastico). EI medio
post-infeccién era TC-100 suplementado con un 1% SFBi y diariamente se adicionaban los
inhibidores de proteasas Aprotinina (Sigma) y Leupeptina (Sigma) a una concentracion final
de 0.5 mg/ml. A las 72 horas post-infeccidn, las células infectadas eran recuperadas por
centrifugacion del cultivo a 1.000 g durante 10 min, siendo resuspendidas en 1 ml de tampdn
de lisis (tampdn TN + 2% Nonidet-P40) e incubadas durante 1 h a 4 °C.

En el segundo caso, 1.2 X 108 células Sf9 eran infectadas a una m.o.i. 5-10 con cada uno de
los baculovirus recombinantes (ver apartado 7.2.2 para células en suspensién) en las
mismas condiciones mencionadas con anterioridad. A los 6 dias post-infeccién, el medio del
cultivo era clarificado por doble centrifugacion, primero a 1.000 g durante 10 min para

descartar los restos celulares, y luego a 22.000 g durante 30 min para descartar los
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baculovirus. El cultivo clarificado era concentrado a través de un cojin de sacarosa del 35%

(p/p) en H,Oyq y resuspendido en 1 ml de tampén TN.

Tanto el extracto celular como el concentrado del medio de cultivo fueron analizados tras
SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 10% por tincion con Azul de Comassie 0 western blot.
El anticuerpo primario utilizado en el revelado del western blot correspondié a un policlonal
de conejo anti-HAstV-1 cedido por el Dr. D. M. Bass de la Universidad de Stanford en
California (USA) (ver apartado 7.14). Tanto para la tincion con Azul de Comassie como para
el western blot se utilizaron como controles negativos extractos celulares y concentrados de

medio de cultivo provenientes de cultivos infectados con el AcCNPVRPS8.

Finalmente, la expresiébn de las proteinas ORF2 y DORF2, asi como su localizacion
subcelular, se determiné mediante inmunofluorescencia de células Sf9 infectadas (ver
apartado 7.12) utilizando como anticuerpo primario el monoclonal 8E7 o el anticuerpo
policlonal de conejo anti-HAstV-1 y anticuerpos secundarios conjugados con fluoresceina
(FITC). La expresion y localizacion subcelular de GFPDORF2 se determiné por observacion
directa de la autofluorescencia de células Sf9 infectadas con el baculovirus AcNPV-
GFPDORF2 bajo el microscopio de fluorescencia. En todos los casos se utilizaron células

Sf9 infectadas con el ACNPVRP8 como control negativo de fluorescencia.

5.2.4. Purificacién de VLPs en Gradientes de Sacarosay de CsCl

Una vez confirmada la correcta expresion de proteina por los diferentes baculovirus
recombinantes, tanto las fracciones solubles de los extractos celulares (obtenidas tras
recuperar el sobrenadante después de centrifugaciéon a 14.000 g durante 5 min) como los
concentrados de medio de cultivo fueron cargados sobre gradientes preformados de
sacarosa del 0% al 45% (p/p) en tampdn TN y de CsCl del 0% al 50% (p/p) en tampoén TN

de 9 ml con el fin de purificar la proteina expresada y determinar si se formaban VLPs.

De forma paralela también se cargd 1 ml de suspension virica concentrada de HAstV-1 (ver
apartado 7.2.1) obtenida con tampo6n TN con el fin de tener un patrén de referencia con el

que comparar los resultados obtenidos con los diferentes productos recombinantes.

Ambos tipos de gradientes tenian un volumen de 10 ml totales y eran ultracentrifugados en
un rotor SW41 (Beckman). Los gradientes de sacarosa se centrifugaban a 200.000 g
durante 2 h 45 min, mientras que la centrifugacién de los de CsCl se realizaba a 150.000 g
durante 16 h. Al finalizar la ultracentrifugacion, los gradientes eran fraccionados y se
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determinaba la densidad de cada una de las fracciones en funcién de sus indices de

refraccion.

Con el fin de determinar en qué fracciones habian sedimentado los productos de expresién,
se realizé un E.L.I.S.A. de cada una de las fracciones separadas para detectar la proteina

virica (ver apartado 7.3).

5.2.5. Microscopia Electronica de Transmision

Las fracciones correspondientes a los diferentes picos antigénicos de los gradientes fueron
dializadas frente a tampon TN durante 24 h a 4 °C. La presencia de VLPs en estas

fracciones fue evaluada por observacién al microscopio electronico de transmision.

Las preparaciones microscépicas se prepararon sobre un bloque de agarosa al 1% donde
se colocaba una alicuota de 10 ml de cada fraccion y encima una rejilla de cobre
carbonatada de 400-mesh. Tras un periodo de adsorcién de la muestra a la rejilla de 30 min,
la preparacion era tefiida con PTA al 2% (pH 6.4) durante 1 min 30 sec. Finalmente, la

preparacion era examinada bajo microscopio electrénico de transmisién Hitachi HG00AB.

Para confirmar la naturaleza virica de las diferentes estructuras observadas en el
microscopio electrénico se realiz6 una inmunoagregacion o un marcaje inmunolégico con
anticuerpos conjugados con oro coloidal utilizando como anticuerpo primario el anticuerpo

policlonal de conejo anti-HAstV-1 mencionado con anterioridad.

Para el ensayo de inmunoagregacion, 10 mi de muestra eran incubados con el anticuerpo a
una dilucion 1/5000 durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, la muestra era adsorbida sobre
una rejilla de cobre y tras ser tefiida con PTA (pH 6.4), era observada bajo el microscopio
electrénico. La presencia de agregados de las estructuras que anteriormente se
encontraban monodispersadas era indicativa de una reaccion positiva del producto

recombinante con el anticuerpo, confirmando asi su naturaleza virica.

Para el ensayo de marcaje inmunolégico con oro coloidal, 10 m de muestra eran adsorbidos
sobre una rejilla. A continuacién, la rejilla era bloqueada con tampén PBS suplementado con
un 1% de SFB y un 0.1% de Tween-20 durante un periodo de 15 min. Seguidamente, la
rejilla se incubaba con el anticuerpo policlonal de conejo anti-HAstV-1 a una dilucién 1/5000
durante 1 h a 37 °C. Finalmente, tras lavar la rejilla con agua destilada, ésta era incubada

con un anticuerpo secundario marcado con oro coloidal de 10 nm. Tras tefiir las rejillas con
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PTA (pH 6.4) y observar las preparaciones bajo el microscopio electrénico, la presencia de
oro coloidal alrededor de cualquier tipo de estructura virica era indicativa de una reaccion

positiva confirmando asi su naturaleza.

5.2.6. Desensamblaje y Reensamblaje de VLPs

Para determinar el efecto de la presencia de agentes quelantes de iones divalentes en la
purificacion de las VLPs, se obtuvieron fracciones solubles de extractos celulares infectados
con los diferentes baculovirus recombinantes y se purificaron en gradientes de CsCl tal y
como se describe en el apartado 5.2.4 pero utilizando tamp6n TNE en vez de tampén TN.

De forma paralela también se purific6 una suspension virica concentrada de HAstV-1 (ver
apartado 7.2.1) obtenida en tampon TNE con el fin de tener un patrén de referencia con el
que comparar los resultados obtenidos con los diferentes productos recombinantes.

Tras fraccionar los gradientes y determinar mediante E.L.I.S.A. la posicion de los diferentes
picos antigénicos dentro del gradiente, éstos fueron dializados frente a tampon TNE durante
24 h a 4 °C. La presencia de estructuras de origen virico fue examinada bajo el microscopio

electrénico de transmisién tal y como se ha descrito en el apartado anterior.

Para determinar si el efecto del EDTA sobre las VLPs era reversible, los picos antigénicos
de los gradientes de CsCl realizados con tampdn TNE fueron dializados frente a tampén TN
suplementado con 10 mM MgCl, (tampon TNMg) con el fin de sustituir el agente quelante
EDTA por iones divalentes. Las muestras obtenidas tras la dialisis fueron examinadas de

nuevo bajo el microscopio electronico.

5.2.7. Inmunoprecipitacion

Para determinar la composicion proteica tanto de las VLPs como de los anillos de 16 nm
obtenidos para las tres construcciones se realiz6 una inmunoprecipitacion con el anticuerpo

policlonal de conejo anti-HAstV-1.

Para ello, se incubaron las VLPs y los anillos purificados en gradientes de CsCl con una
dilucion 1/100 del anticuerpo durante 12 h a 4 °C. A continuacion, la suspension se incubé
con Proteina A - agarosa (Roche) durante 4 h a 4 °C con el fin de recuperar los complejos
antigeno-anticuerpo tras una centrifugacién de 5 min a 12.000 g. El precipitado fue lavado

con Tris-HCI 10mM (pH 8) suplementado con 0.1% Nonidet-P40, y tras una nueva
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centrifugacion de 5 min a 12.000 g, el nuevo precipitado fue resuspendido en 40 ni de

tampdn TN (para las VLPs) o TNE (para los anillos).

Los productos de inmunoprecipitacion fueron cargados en un gel de poliacrilamida para
realizar electroforesis SDS-PAGE y western blot (ver apartado 7.14). El anticuerpo primario
utilizado en el revelado del western blot fue el mismo anticuerpo policlonal de conejo que se

uso para la inmunoprecipitacion.

5.2.8. Programas informéaticos para el analisis de la poliproteina estructural

El estudio en 1D y 3D de la secuencia aminoacidica de la poliproteina de 87 kDa del HAstV-
1 (Acc. N° L23513), por lo que se refiere al plegamiento de la proteina y a la determinacion
de estructuras secundarias en comparacién con las proteinas de la capside de otros virus,
se realizé utilizando el programa 3D-PSSM V2.6.0

(http:www.sbg.bio.ic.ac.uk/servers/3dpssm).
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5.3. RESULTADOS

5.3.1. Analisis de los Productos de Expresidn

Una vez construidos los diferentes baculovirus recombinantes (AcNPV-ORF2, AcNPV-
DORF2 y AcNPV-GFPDORF2), y obtenidas suspensiones viricas con un titulo proximo a las
10® UFC/ml, se infectaron células Sf9 a una m.o.i. de 5-10. Los productos de expresion,
tanto a partir de extractos celulares como de concentrados de medios de cultivos, se

analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 10%.

Tras la tincibn con Azul de Comassie se observd la presencia de proteinas con pesos
moleculares de 87 kDa (ORF2), 79 kDa (DORF2) y 110 kDa (GFPDORF2) para los
diferentes clones en comparacion con el producto de expresion obtenido con el control
negativo (AcCNPVRP8). Estas proteinas tenian el peso molecular esperado en funcion del
clon con el que se habia realizado la infeccion (Figura 5.2.A). Cuando los productos de
expresion eran analizados por western blot, estas proteinas eran reconocidas
especificamente por el anticuerpo policlonal de conejo anti-HAstV-1 (Figura 5.2.B). Ademas
de estas proteinas, otras proteinas de menor tamafio y en cantidad inferior también fueron
reconocidas por el anticuerpo en comparacién con el control negativo de expresion. La
presencia de estas proteinas de menor tamafio podria explicarse por la degradacion

inespecifica de la proteina principal por la accion de proteasas celulares.

Por lo que hace referencia a los productos de recombinacién obtenidos a partir de extractos
celulares, se observd que cuando se separaban por centrifugacion la fraccion soluble de la

fraccion insoluble, la mayoria de la proteina recombinante se detectaba en la fraccion
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insoluble sugiriendo una fuerte asociacion de estas proteinas a membranas celulares.
Diferentes detergentes no i6nicos como Nonidet P-40, Triton X-100 y Tween-20, fueron
utilizados a una concentracion final del 2% para intentar solubilizar una mayor cantidad de
proteina, pero en ninguno de los casos se incrementd la cantidad de proteina en la fracciéon

soluble (datos no mostrados).

M 1234 1 2 3 4

116 - ' | e110
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56 - _ 79
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Figura 5.2: Andlisis de los productos de expresion por SDS-PAGE
y tincion con Azul de Comassie (A) o western blot (B); donde M:
marcador de pesos moleculares, 1. DORF2, 2: ORF2, 3:
GFPDORF2 y 4: Negativo. Pesos moleculares expresados en kDa.

Finalmente, la deteccibn de las proteinas recombinantes en células Sf9 infectadas
mostraron una localizacién subcelular mayoritariamente citoplasmatica, tanto para los
productos ORF2 y DORF2 por inmunofluorescencia, como para el producto GFPDORF2 por
observacion directa de la fluorescencia, (Figura 5.3). Los resultados de la
inmunofluorescencia fueron idénticos independientemente de qué anticuerpo primario se

utilizase, el MAb 8E7 o el anticuerpo policlonal de conejo.

Figura 5.3: Inmunofluorescencia con el MAb 8E7 de células Sf9
infectadas con AcCNPV-DORF2 (A), AcNPV-ORF2 (B) vy
AcNPVRPS8 (D) y autofluorescencia de células Sf9 infectadas con
AcNPV-GFPDORF2 (C).
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5.3.2. La Expresién del ORF2, DORF2 6 GFPDORF2 Conduce a la Formaciéon de VLPs

Para esclarecer si los diferentes productos recombinantes se ensamblaban dando lugar a

VLPs, éstos fueron purificados en gradientes preformados de sacarosa y de CsCl.

Las fracciones de los gradientes fueron analizadas por E.L.I.S.A. para determinar a qué
densidades habian sedimentado las diferentes estructuras viricas producidas.

En el caso de la purificacibn mediante gradientes de sacarosa, los productos de expresion
obtenidos a partir de las fracciones solubles de extractos celulares dieron lugar, para todas
las construcciones, a tres picos antigénicos con densidades de 1.05, 1.08 y 1.12 g/ml. Por
otro lado, los concentrados de medio de cultivo Unicamente mostraron un pico antigénico
con densidad 1.12 g/ml (Figura 5.4). En ambos casos, las fracciones de los gradientes
correspondientes a los controles negativos de expresidbn mostraron antigenicidades muy

bajas y ausencia absoluta de picos antigénicos a lo largo de los gradientes.

Cuando suspensiones viricas concentradas de HAstV-1 eran purificadas en gradientes de
sacarosa, se obtuvieron tres picos antigénicos con densidades de 1.05, 1.12 y 1.14 g/ml al
igual que sucedia con el HAstV-4 (Figura 3.2, Estudio 1), correspondiendo a proteina soluble
no estructurada, particulas viricas no infecciosas y particulas viricas infecciosas

respectivamente.

La comparacién directa entre los resultados obtenidos con los productos recombinantes y
los obtenidos con el HAstV-1, sugeria que en el caso de los productos recombinantes, el
pico antigénico con densidad 1.05 g/ml correspondia a material proteico no estructurado, el
pico con densidad 1.12 g/ml a particulas viricas (VLPS) y el pico con densidad 1.08 g/ml a un
estadio morfogénico intermedio entre la proteina soluble y las VLPs.

Los gradientes de sacarosa se caracterizan por realizar una separacion de las estructuras
presentes en una muestra en base al peso de éstas, con lo que son ideales para la
identificacion de diferentes estados morfogénicos dentro de una misma muestra (Sanchez y
col., 2003).
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Figura 5.4: Gréficas de antigenicidad de las fracciones de los gradientes de sacarosa de los
diferentes productos recombinantes; donde A: ORF2, B: DORF2 y C: GFPDORF2. Los simbolos
negros (-) corresponden a la antigenicidad y los simbolos blancos (0) corresponden a la densidad de
cada fraccion.

Cuando la purificacion se realizaba en gradientes de CsCl, los diferentes productos de
expresion obtenidos tanto a partir de las fracciones solubles de extractos celulares como de
los concentrados de medio de cultivo dieron lugar, para todas las construcciones, a un unico
pico antigénico con densidad de 1.28 g/ml (Figura 5.5). Los controles negativos de expresion
volvieron a evidenciar una ausencia total de antigenicidad a lo largo de los gradientes. El
pico de antigenicidad con densidad 1.28 g/ml se correspondia con una banda
macroscépicamente visible en medio del gradiente de CsCl (Figura 5.7).
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Figura 5.5: Graficas de antigenicidad de las fracciones de los gradientes de CsCl de los diferentes
productos recombinantes; donde A: ORF2, B: DORF2 y C: GFPDORF2. Los simbolos negros (-)
corresponden a la antigenicidad y los simbolos blancos (o) corresponden a la densidad de cada
fraccion.

Los gradientes de CsCI se caracterizan por realizar una separacion de las estructuras en
base a su densidad y no a su peso, con lo que son preferentemente utilizados para la

concentracion de estructuras con una misma composicion bioquimica.
Cuando suspensiones viricas concentradas de HAstV-1 eran purificadas en gradientes de
CsCl, se obtenian dos picos antigénicos con densidades de 1.28 y 1.34 g/ml (Figura 5.6). La

presencia de dos picos antigénicos en este tipo de gradientes ya habia sido descrita con
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anterioridad por Willcocks y col. (1990) y Matsui y col. (1993) quienes confirmaron que el
pico mas denso correspondia a particulas viricas con acido nucleico (virus infecciosos) vy el

menos denso a particulas viricas sin acido nucleico (virus no infecciosos).

La comparacion directa entre los resultados obtenidos con los productos recombinantes y
con el HAstV-1, nos sugeria que, para los productos recombinantes, el pico antigénico con
densidad 1.28 g/ml correspondia a una mezcla de proteina soluble y particulas viricas
(VLPs).
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Figura 5.6: Graficas de antigenicidad de las fracciones de Figura 5.7: Gradiente de CsCI del
los gradientes de CsCl de HAstV-1. Los simbolos negros (+) producto ORF2.

corresponden a la antigenicidad y los simbolos blancos (0)
corresponden a la densidad de cada fraccién.

Para confirmar qué tipo de estructuras de origen virico nos encontrabamos en cada uno de
los picos antigénicos de los diferentes gradientes de los productos recombinantes, éstos

fueron observados bajo microscopio electrénico de transmision.

En los picos antigénicos de los productos recombinantes de los diferentes gradientes que
coincidian con los picos antigénicos de virus no infecciosos (sin acido nucleico) en la
purificacién de HAstV-1, es decir, con densidad 1.12 g/ml para los gradientes de sacarosa y
1.28 g/ml para los gradientes de CsCl, se confirmé la presencia de VLPs de un tamafio
aproximado de 38 nm de diametro (Figura 5.8, fotos A, B, C, G, H e I). La naturaleza virica
de estas VLPs fue confirmada mediante marcaje con anticuerpos especificos frente
astrovirus conjugados con oro coloidal (Figura 5.8, fotos J, Ky L).
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En el pico con densidad 1.05 g/ml de los gradientes de sacarosa no se observd ningun tipo
de estructura de origen virico, al igual que sucedia en la purificacién de HAstV-1, con lo que

este pico se pudo asociar a proteina virica soluble no estructurada.

En el caso del pico con densidad 1.08 g/ml de los gradientes de sacarosa, se observd una
mezcla de VLPs junto con unas estructuras en forma de anillo de unos 16 nm de diametro
(Figura 5.8, fotos D, E y F). Ambas estructuras se encontraron en bajo nimero. La presencia
de dos tipos de estructuras en la misma fraccion del gradiente podia explicarse por una
contaminacion cruzada entre fracciones en el proceso de fraccionamiento del gradiente o

por la tendencia de un tipo de estructura en dar lugar a la segunda.

Figura 5.8: Micrografias de M.E.T. de los picos antigénicos de los productos
recombinantes purificados en gradientes de sacarosa y de CsCl; donde ORF2: fotos A, D
y G; DORF2: fotos B, E, y H; GFPDORF2: fotos C, F, e I; Pico antigénico de gradiente de
sacarosa de 1.12 g/ml: fotos A, B, C; Pico antigénico de gradiente de sacarosa de 1.08
g/ml: fotos D, E y F; Pico antigénico de gradiente de CsCl de 1.28 g/ml: fotos G, H e [;
Marcaje de VLPs del producto ORF2 con anticuerpos conjugados con oro coloidal; fotos
J,KyL.

Con el fin de profundizar un poco méas en la caracterizacién de las proteinas solubles no
estructuradas (1.05 g/ml) y los anillos de 16 nm (1.08 g/ml), se realizO una segunda
purificaciébn de ambas estructuras obtenidas a partir de la expresion ORF2 en un segundo
gradiente de sacarosa analizando las fracciones resultantes por E.L.I.S.A.
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La proteina soluble no estructurada volvié a sedimentar a la misma densidad que en el
primer gradiente sin que apareciese ningun pico antigénico nuevo a lo largo del segundo
gradiente (Figura 5.9.A).

Sin embargo, el producto correspondiente a los anillos de 16 nm (con densidad de 1.08
g/ml) evolucioné hacia la aparicibn de los tres picos antigénicos caracteristicos de la
purificacién de un producto de expresion mediante gradiente de sacarosa (1.05, 1.08 y 1.12
g/ml) (Figura 5.9.B).

Estos resultados dieron a entender que la proteina soluble no estructurada era incapaz de
ensamblarse en estadios morfogénicos intermedios o VLPs, mientras que los anillos de 16
nm se correspondian con un estadio intermedio en la morfogénesis de la VLP capaz de

desensamblarse dando lugar a proteina soluble o evolucionar hacia la formacién de VLPs.
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Figura 5.9: Graficas de antigenicidad de las fracciones de los gradientes de sacarosa de los
picos antigénicos de 1.05 g/ml (A) y de 1.08 g/ml (B) del producto recombinante ORF2. Los
simbolos negros (-) corresponden a la antigenicidad y los simbolos blancos (o) corresponden a
la densidad de cada fraccion.

5.3.3. Desensamblaje y Reensamblaje de VLPs
Con el fin de evaluar el papel de los anillos de 16 nm en la morfogénesis de las VLPs de

astrovirus se realizaron una serie de experimentos de desensamblaje y reensamblaje de las
VLPs.
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De este modo, para desestabilizar las VLPs se sustituyé el tampoén TN por el tampon TNE
(con 10 mM EDTA como agente quelante de iones divalentes) en la obtencion de los

productos de expresion y en la formacion de los gradientes de CsCI.

Al analizar las fracciones de los gradientes por E.L.I.S.A., se observé la aparicion de dos
picos antigénicos con densidad 1.18 y 1.28 g/ml (Figura 5.10, A, B y C) en vez de un Gnico
pico con densidad 1.28 g/ml.
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Figura 5.10: Graficas de antigenicidad de las fracciones de los gradientes de CsCl en tampén
TNE de los diferentes productos recombinantes; donde A: ORF2, B: DORF2 y C: GFPDORF2.
Los simbolos negros (-) corresponden a la antigenicidad y los simbolos blancos (o)
corresponden a la densidad de cada fraccion. También se muestra la observacion al M.E.T. del
pico antigénico con densidad 1.28 g/ml del ORF2 (D) y de la inmunoagregacion de los anillos
de 16 nm con el anticuerpo policlonal de conejo anti-HAstV-1 (E).
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Cuando el pico antigénico con densidad 1.28 g/ml era examinado bajo el microscopio
electrénico, se observd la desaparicion de las VLPs y la aparicion de unos anillos de 16 nm
de didmetro en gran nimero (Figura 5.10.D). La naturaleza virica de los anillos de 16 nm fue
confirmada mediante inmunoagregacion con el anticuerpo policlonal de conejo anti-

astrovirus (Figura 5.10.E).

Por otro lado, en el pico con densidad 1.18 g/ml no se observd ninguna estructura

caracteristica que se pudiese atribuir a una naturaleza virica.

Para confirmar definitivamente el papel de estos anillos de 16 nm en la morfogénesis de las
VLPs de astrovirus se realizaron experimentos de reensamblaje de VLPs. Estos
experimentos consistieron en desestabilizar VLPs mediante su purificacién en gradientes de
CsCl en tampo6n TNE para generar anillos de 16 nm. Si esta preparacion de anillos de 16 nm
se dializaba frente tamp6n TNMg para eliminar el EDTA y afiadir iones divalentes, se
esperaria que los anillos de 16 nm se encontrasen con las condiciones Optimas para volver

a formar VLPs.

De este modo, tras la dialisis frente tampdn TNMg, la preparacién fue observada bajo el
microscopio electrénico poniéndose de manifiesto la desaparicion total de los anillos de 16

nm y la aparicion de nuevo de VLPs (Figura 5.11).

En otra serie de experimentos, las preparaciones de anillos de 16 nm antes y después de
ser dializadas frente TNMg fueron purificadas en gradientes de sacarosa preparados en
tampdn TNE y en tampon TNMg respectivamente. El andlisis por E.L.I.S.A. de las fracciones
de los gradientes puso de manifiesto la presencia de picos antigénicos con densidad 1.05 y
1.08 g/ml en el primer caso (Figura 5.11.A) y de 1.05 y 1.12 g/ml en el segundo (Figura
5.11.B). Los picos antigénicos de mayor densidad correlacionaban perfectamente con la
densidad que le correspondia a los anillos de 16 nm y a las VLPs respectivamente.

Con todos estos resultados quedaba confirmado que los anillos de 16 nm eran un producto
intermedio en la morfogénesis de las VLPs y que el desensamblaje de VLPs era un
fendmeno reversible en funcion de las condiciones quimicas en que se encontrasen las

estructuras purificadas.
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Figura 5.11: Micrografias de M.E.T. de las preparaciones de anillos de 16 nm antes (A) y
después (B) de dializar frente a tampdon TNMg. También se muestran las graficas de
antigenicidad de los gradientes de sacarosa en tampén TNE (A) o tampén TNMg (B) de la
purificacion de anillos de 16 nm antes y después de dializar frente TNMg respectivamente. Los
simbolos negros (-) corresponden a la antigenicidad y los simbolos blancos (o) corresponden a
la densidad de cada fraccion.

Finalmente, para ver si este tipo de desestabilizacion en las VLPs también se producia en el
HAstV-1, se realizaron los mismos tipos de experimentos de desestabilizacion con una

suspension virica concentrada obtenida en tampén TNE.

El andlisis de las fracciones del gradiente por E.L.I.S.A. revel6 que el pico correspondiente a
los virus sin acido nucleico (1.28 g/ml) se mantenia, pero que el pico antigénico
correspondiente a los virus infecciosos (1.34 g/ml) desaparecia y se generaba uno nuevo
con densidad de 1.18 g/ml, al igual que sucedia con los productos recombinantes (Figura
5.12).

Al observar el pico antigénico de 1.28 g/ml bajo el microscopio electrénico, no se observd
ningun virus pero si las estructuras en forma de anillo de 16 nm didmetro. En este caso el

namero de anillos era muy bajo probablemente debido a que la cantidad de material que se
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obtiene a partir de una suspensién virica es mucho menor que el que se obtiene a partir de

un sistema de expresion como puede ser el de baculovirus recombinantes (Figura 5.12).
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Figura 5.12: Gréfica de antigenicidad de las fracciones del gradiente de CsCl en tampén TNE de
HAstV-1. Los simbolos negros (-) corresponden a la antigenicidad y los simbolos blancos (0)
corresponden a la densidad de cada fracciébn. También se muestra la micrografia de M.E.T. del pico
antigénico de 1.28 g/ml.

Posteriormente se intentaron realizar los experimentos de reensamblaje de los anillos
obtenidos a partir del virus, pero la baja disponibilidad de material imposibilité la consecucién
de este objetivo.

5.3.4. Caracterizacién Antigénica y Bioquimica de las VLPs y los Anillos de 16 nm

Para finalizar el estudio con las VLPs de astrovirus, se realizaron una serie de experimentos
gue permitieron determinar si algunas propiedades biolégicas de los astrovirus eran

compartidas entre las VLPs y los anillos de 16 nm.

En primer lugar se determiné el reconocimiento antigénico de las VLPs y los anillos de las
tres construcciones por diferentes anticuerpos monoclonales que reconocen astrovirus de
forma especifica. Los anticuerpos utilizados fueron:
@ 8E7: Reconoce un epitopo del extremo amino-terminal de la poliproteina
codificada a partir del ORF2. En el virus maduro reconoce la proteina de 34
kDa (Herrmann y col., 1988).
@ 5B7: Reconoce un epitopo de la parte central de la poliproteina codificada a
partir del ORF2. En el virus maduro reconoce las proteinas de 29 y 26 kDa

(Bass y Upadhyayula, 1997).
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El E.L.1.S.A. se realizé tal y como se describe en el apartado 6.3 recubriendo la placa en un
caso con el MAb 8E7; y en el otro con el MAb 5B7. En todos los casos se cargd la misma
cantidad de proteina con el fin de detectar diferencias sélo debidas al reconocimiento de

cada estructura por los diferentes anticuerpos. Los resultados se muestran en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1: Deteccion por E.L.I.S.A. de las VLPs y los anillos de 16 nm de las diferentes
construcciones en la deteccion por diferentes anticuerpos monoclonales

Lectura ORF2 DORF2 GFPDORF2

Control
E.L.IS.A. . . . negativo
(D.O. 492nm) VLPs Anillos VLPs Anillos VLPs Anillos
MAb 8E7 1.232 1.246 1.247 1.254 1.240 1.295 0.214
+0.062 +0.142 +0.001 +0.139 +0.073 +0.065 +0.002
MAb 5B7 0.616 1.254 0.558 0.982 0.620 1.270 0.218
+0.013 +0.092 +0.001 +0.076 +0.060 +0.105 +0.004

Valores de las lecturas de densidad Optica a 492 nm expresados como media + desviacidén estdndar.

Los resultados mostraron que tanto las VLPs como los anillos de 16 nm de todas las
construcciones eran reconocidos por los dos anticuerpos. Sin embargo, cabe destacar que
asi como el MAb 8E7 reconocia por igual tanto las VLPs como los anillos, el MAb 5B7

reconocia peor las VLPs que los anillos.

Un segundo experimento se centré en la inmunoprecipitacion de las VLPs y los anillos
purificados con el anticuerpo policlonal de conejo anti-astrovirus para determinar la
composicion proteica de ambas estructuras. Los resultados de los western blot mostraron
gue, tanto para las VLPs como para los anillos, una Unica proteina del peso molecular
esperado (en funcion de la construccion analizada) era inmunoprecipitada. Como control

negativo se utilizé un extracto celular infectado con el baculovirus AcNPVRP8 (Figura 5.13).

<« 110
<« 87
<« 79

Figura 5.13: Western blot de la inmunoprecipitacién de las VLPs de
las tres construcciones. Para los anillos se obtuvo el mismo
resultado.
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También se realizé el experimento de inmunoprecipitacion pero previamente tratando las
muestras con 10 pg/ml tripsina (Sigma GIX) durante 30 min a 37 °C. Con este experimento
se pretendia ver si el anticuerpo policlonal era capaz de inmunoprecipitar las VLPs y los
anillos tras el tratamiento con tripsina, y si los pesos moleculares de los productos de la
inmunoprecipitacion coincidian con las proteinas que forman la capside de HAstV-1 tal y
como se describe en la bibliografia (Monroe y col., 1991; Belliot y col., 1997a; y Bass y Qiu,
2000).

En este caso, el western blot mostré una gran cantidad de inespecificidades ya que se utilizo
como anticuerpo primario el mismo anticuerpo de la inmunoprecipitacion. De todas formas,
se pudo observar que tanto las VLPs como los anillos de 16 nm presentaban los mismos

productos de inmunoprecipitacion para cada una de las construcciones.

En primer lugar cabe destacar que las proteinas mayoritarias de 87 kDa, 79 kDa y 110 kDa
(en funcién de la construccion analiza) habian desaparecido por completo tras la digestion
con tripsina. En su lugar, para la construccién del ORF2 se detectaron dos proteinas de 34
kDa y 26 kDa, y para las construcciones del DORF2 y GFPDORF2 Unicamente se detecto
una proteina de unos 26 kDa. Los resultados obtenidos para estas ultimas construcciones
son coherentes si se tiene en cuenta que en el caso del DORF2, la deleccion realizada en el
extremo 5’ del ORF2 hizo que la proteina de 34 kDa pasase a tener un peso de 26 kDa; y
que en el caso del GFPDORF2, la fusion de la GFP al DORF2 hizo que la proteina truncada
de 26 kDa pasase a tener unos 57 kDa la cual no pudo ser detectada ya que coincidia por
tamario con la inespecificidad debida a la cadena pesada de las inmunoglobulinas utilizadas
en la inmunoprecipitacion (Figura 5.14).

GFP -
ORF2 ol -
DORF2 DORF2 p

33 — | <+ 34

29 —
<+«— 26

Ea

Figura 5.14: Western blot de la inmunoprecipitacién de las VLPs de
las tres construcciones pretratadas con tripsina. Para los anillos se
obtuvo el mismo resultado.
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5.4. DISCUSION

Los resultados de este estudio han mostrado que la expresién del ORF2 del genoma de
HAstV-1 en el sistema de expresién heteréloga basado en baculovirus recombinantes
conduce a la formacion de particulas virus-like (VLPs). Recientemente, también se habia
descrito la obtencién de VLPs de astrovirus a partir de la expresién del ORF2 completo del

HAstV-2 en el sistema de expresion basado en Vaccinia (Dalton y col., 2003).

Sin embargo, nuestro estudio también ha demostrado que los 70 primeros aminoacidos del
extremo amino-terminal de la poliproteina de 87 kDa no son necesarios para el ensamblaje
de la capside, y que este fragmento puede ser sustituido por la proteina GFP sin verse
alterada la produccion de VLPs. Es este Ultimo caso se obtienen VLPs con
autofluorescencia, caracteristica que puede ser utilizada en futuros estudios como los
realizados con GFP-VLPs de otros virus como rotavirus (Charpiliene y col.,, 2001; y
Caballero y col., 2004).

Tras la expresion de las tres construcciones, las micrografias muestran que el tamafio de las
VLPs fue en todos los casos de unos 38 nm de didmetro y con una superficie ligeramente
rugosa. Clasicamente a los astrovirus se les habia atribuido un didmetro de 28 nm con una
superficie lisa (Madeley y Cosgrove, 1975), pero actualmente son varios los trabajos que
hablan de un didmetro del virus entre 35 y 43 nm y de la presencia de unas espiculas
protuberantes que se extienden hacia el exterior desde la superficie del virus (Risco y col.,
1995; y Matsui y Greenberg, 2001a). Nuestros resultados estan mas acordes con estos

ultimos trabajos.

137



5. Particulas “Virus-Like” de Astrovirus

En un principio, nuestros resultados no nos permiten afirmar con rotundidad cual de los
modelos propuestos para el ensamblaje de la capside de HAstV-1 es el correcto (Bass y
Qiu, 2000; y Geigenmidiller y col., 2002b) ya que ambas formas del ORF2, truncada y

completa respectivamente, conducen a la formacién de VLPs.

Sin embargo, los resultados obtenidos en la inmunoprecipitacién de las VLPs tratadas con
tripsina nos hacen pensar que el modelo correcto es el de Geigenmuiller y col. Las proteinas
de 34 kDa y 26 kDa obtenidas tras la expresion del ORF2 completo y tratamiento con
tripsina son precisamente las proteinas que forman parte de la capside del HAstV-1 maduro
(Belliot y col., 1997a). Por el contrario, en el caso de la expresion del DORF2, la presencia
Unica de la proteina de 26 kDa lleva a una discordancia de resultados respecto a los
mostrados por Belliot y col. (1997a) y por Bass y Qiu en su propio trabajo (2000), donde

describen la obtencion de proteinas de 34, 29 y 26 kDa a partir de la poliproteina de 79 kDa.

Entre las proteinas que forman las capsides maduras de astrovirus, hay una de 29 kDa que
en nuestros experimentos nunca se ha detectado. Sin embargo, esto puede ser explicado
por los hechaos que se trata de la proteina estructural minoritaria de las tres que forman parte
de la capside del virus (Belliot y col., 1997a; Dalton y col., 2003), y que es procesada por la

tripsina para dar lugar a la de 26 kDa (Sanchez-Fauquier y col., 1994).

Previamente a nuestros estudios, ya se habia descrito para algunos virus como calicivirus
(Bertolotti-Ciarlet y col., 2002) y papillomavirus (EI Mehdaoui y col., 2000) que el extremo
amino-terminal de algunas proteinas estructurales no es necesario para el ensamblaje de

las capsides.

Concretamente para astrovirus, en el extremo amino-terminal de la poliproteina de 87 kDa
nos encontramos con un elevado nimero de residuos basicos (Méndez-Toss y col., 2000)
gue pueden estar mas relacionados con el empaquetamiento del genoma virico que con el

ensamblaje de las cépsides (Rao y Grantham, 1996; y Schmitz y Rao, 1998).

Recientemente, Geigenmliller y col. (2002b) construyeron una serie de mutantes de
astrovirus con delecciones de hasta 50 aminoacidos del extremo amino-terminal de la
poliproteina de la capside y comprobaron que la infectividad de los virus disminuia hasta
1000 veces, lo que asociaron a la falta de empaquetamiento del genoma virico. Nuestros
resultados con la construccion DORF2 no hacen mas que reforzar las conclusiones de todos

estos trabajos.
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Uno de los resultados mas interesantes de este estudio fue la descripcion de unas
estructuras en forma de anillo de 16 nm obtenidas tras la eliminacion de los cationes
divalentes presentes en la muestra. Estas estructuras podian ser interpretadas como
capsoémeros o como VLPs con simetria T = 1 tal y como se ha descrito para el virus de
Norwalk (White y col., 1997).

La morfogénesis del virus de Norwalk ha sido ampliamente estudiada (Jiang y col., 1992;
Prasad y col., 1994; y Bertolotti-Charlet y col., 2002). Su capside estd compuesta por una
Unica proteina estructural de 60 kDa (Greenberg y col., 1981). La forma homodimérica de
esta proteina, que puede adoptar diferentes orientaciones en el espacio, es la unidad
estructural en el ensamblaje de la cépside.

Por el contrario, la morfogénesis de astrovirus esta todavia por resolver. Los resultados
obtenidos en este estudio muestran evidencias de que las estructuras en forma de anillo de

16 nm pueden ser un estadio intermedio en la morfogénesis del virus.

Una posibilidad, al igual que sucede con los picornavirus, es que estas estructuras sean
capsémeros formados por protémeros con tres dominios b-barrel con una Unica orientaciéon
en el espacio correspondiente al correcto plegamiento de la proteina estructural, siendo
imposible la formacion de estructuras con simetria T = 1 por la falta de versatilidad espacial.
Sin embargo, las predicciones de estructuras secundarias realizadas sobre la poliproteina
de la capside de astrovirus sélo muestran un dominio b-barrel localizado entre los
aminoacidos 72 y 287 de la proteina VP34 del HAstV-1 (Acc. N° L23513).

Por contrapartida, la falta de los tres dominios b-barrel abre la posibilidad de que estas
estructuras en forma de anillo sean de VLPs con simetria T = 1. El dominio b-barrel, el cual
alinea de forma significativa con la proteina VP2 del virus de la encefalomielitis murina de
Theiler (TMEV), un picornavirus, con la proteina pequefia de la capside del virus de la vaina
moteada de la alubia (BPMV), un comovirus, y con el dominio S de la proteina de la capside
del virus del clavel moteado (CMtV), un tombusvirus (Figura 5.15), no se ve afectado por la
deleccion de los 70 aminoacidos de las construcciones DORF2 y GFPDORF2 permitiendo
gue el ensamblaje de VLPs aln sea factible. De todas formas, no cabe duda que seran
necesarios estudios de andlisis de estructura mas profundos para aclarar este punto.
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Proteina VP2 de la capside del virus de la encefalomielitis murinade Theiler (TMEV) (Picornaviridae) aa80-287 (E-value=0.0495)
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Proteina pequefia de la capside del virus de la vaina moteada de la alubia (BPMV) (Comoviridae) aa72-273 (E-value=0.18)
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Dominio S de la proteina de la capside del virus del clavel moteado (CMtV) (Tombusviridae) aa80-254 (E-value=0.19)
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be bg by

Figura 5.15: Representacion esquematica del ORF2 de HAstV-1 (Acc. N° L23513). Las flechas negras
indican los lugares de procesamiento proteolitico por tripsina (trip) o proteasas intracelulares (?). Los
productos finales tras el procesamiento de la poliproteina se muestran como los cursores VP34, VP29
y VP26. Los dominios b-barrel predecidos dentro de VP34 de HAstV-1 y de los tres alineamientos
significativos con otros virus (TMEV, BPMV y CMtV) estan mostrados dentro de cuadros. Las
secuencias marcadas en negrita corresponde a laminas beta y las secuencias subrayadas
corresponden a hélices alpha.

La caracterizacion bioquimica para cada una de las construcciones revel6 una composicion
proteica idéntica entre las VLPs y los anillos, y la misma susceptibilidad al procesamiento
por la tripsina. La caracterizacion antigénica mostrdé unos niveles de reconocimiento por el
anticuerpo monoclonal 8E7 similar para las VLPs y los anillos, mientras que las VLPs eran
peor reconocidas que los anillos por el anticuerpo monoclonal 5B7. El epitopo definido para
el MAb 8E7 se localiza entre los aminoacidos 71 y 260 de la proteina VP34, mientras que el

epitopo definido para el MAb 5B7 se sitla en la regién comun a las proteinas VP29 y VP26.
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Estos datos sugieren que la proteina VP26 presenta una diferente conformacion o menor

accesibilidad para el MAb 5B7 en las VLPs respecto a los anillos.

Finalmente, otro de los puntos interesantes de este trabajo fue el estudio del papel de los

iones divalentes en la estabilidad de las capsides viricas.

Mientras que la utilizacion del agente quelante EDTA en la purificacién de VLPs y astrovirus
en gradientes de sacarosa practicamente no afectaba a la estabilidad de éstos (Dalton y
col., 2003 y Estudio 1), cuando en los gradientes de CsCl se incluia EDTA, se observaba una
total desestabilizacion de las VLPs hacia anillos y una completa pérdida de la infectividad en
el caso del virus. De hecho, Matsui y Greenberg (2001a) ya habian descrito la necesidad de
la adicion de cationes divalentes en la purificacion de astrovirus mediante gradientes
isopicnicos de CsCl con el fin de estabilizar las particulas viricas.

El papel bioldgico de los iones divalentes en la estabilizacién de las VLPs y los astrovirus no
estd claro, pero no deja de ser sorprendente la necesidad de estos iones para el ensamblaje
de las capsides cuando sus concentraciones en el citoplasma de las células intestinales son
muy bajas. Una explicacion a estos hechos se puede buscar en el modelo de ensamblaje y
desensamblaje de las capsides de rotavirus. Para los rotavirus, tras la adsorcion y
penetraciéon del virion en el interior de la célula, es necesario una baja concentracién de
iones Ca?* para que tenga lugar el desensamblaje de la capside y se libere el genoma virico
(Cohen y col., 1979). Por el contrario, una vez se forman las nuevas céapsides, el Ca®" es
necesario para la estabilizacién de éstas (Ruiz y col., 1996; y Gajardo y col., 1997); y al igual
que pasa con las VLPs de HAstV-1 y con el propio HAstV-1, la presencia de quelantes de
cationes divalentes como el EDTA o EGTA conduce a una desestabilizacién del capside y
una reduccion de la infectividad de los rotavirus (Estes y col., 1979).

La observacion de astrovirus en el interior de compartimentos membranosos intracelulares
(Guix y col., 2004b) puede explicar que el virus, a la hora de producir la progenie virica,
busque este ambiente idéneo para su estabilizacién, ya que en estos compartimentos se
forman microambientes con concentraciones de iones divalentes mas elevadas que las
presentes en el citoplasma. Sin embargo, cuando el virus infectase nuevas células, el
genoma se desencapsidaria rapidamente debido a las bajas concentraciones de Ca?

presentes en el citoplasma.
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En resumen, con este estudio y gracias a la obtenciéon de VLPs en grandes cantidades, se
han abierto muchas puertas para futuros estudios de estructura y morfogénesis que
permitan un mayor conocimiento de la biologia basica de los astrovirus.
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Conclusiones

Las conclusiones mas relevantes derivadas de cada uno de los estudios fueron:

Estudio I:

La técnica de la RT-PCR competitiva permite la cuantificacion fidedigna de la carga virica
presente en una muestra. Su aplicacién en un estudio epidemioldgico nos conducen a las

siguientes conclusiones:

La carga virica en heces de nifios con gastroenteritis causada por astrovirus alcanza
un valor medio de 3.4 x 10" genomas/g (10.53 log;s), con una carga minima y

maxima de 10% y 10" genomas por gramo de heces respectivamente.

Existe una relacion directa entre los niveles de virus excretados y el serotipo y/o
genotipo del virus causante de la infeccién. En las infecciones causadas por el
serotipo 3 (segun la secuencia del ORF2) y genotipos IV y V (segun la secuencia de
la region hipervariable del ORF1a), los niveles de carga virica son significativamente
superiores al resto de serotipos y genotipos.

Del mismo modo, parece existir una relacion directa entre el serotipo 3, genotipo 1V,

de astrovirus y la persistencia de la gastroenteritis mas alla del periodo considerado

normal para una infeccion causada por este virus.
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Estudio Il

La variabilidad genética de la proteina nsP1a/4 entre los diferentes genotipos de astrovirus
esta directamente relacionada con la replicacion del ARN virico y con los niveles en la
produccion de progenie virica.

Los experimentos con los diferentes HAstV-1 recombinantes en la zona codificante para la
proteina nsP1a/4 nos permiten concluir que:

A pesar de que la sintesis de ARN total de polaridad positiva es igual para los
diferentes genotipos del virus, la relacion ARN gendmico : ARN subgendémico es
inversa entre el genotipo VI y los genotipos IV y V, sintetizando estos Ultimos mas

ARN subgendémico que gendémico.

Los niveles en la produccion de progenie virica de los genotipos IV o V son

significativamente superiores a los del genotipo VI.

Las principales diferencias entre las secuencias aminoacidicas de las proteinas
nsPla/4 de los genotipos estudiados se encuentran en la region hipervariable y se
centran en el nimero de residuos fosforilables. En base los resultados obtenidos y a
la similitud con la proteina nsP3 de alphavirus, parece existir una relacién directa
entre la fosforilacion de la proteina nsPla/4 y la regulacion de sintesis de ARN

viricos de astrovirus.

Estudio Ill: La obtencién de particulas “virus-like” (VLPs) de astrovirus y la utilizacién de

diferentes metodologias en su purificacién nos permiten concluir que:

La expresion del ORF2 de astrovirus en el sistema de expresion heterdloga basado
en baculovirus recombinantes da lugar a la poliproteina de 87 kDa que se ensambla
obteniéndose VLPs de 38 nm de diametro.

El extremo amino (70 aa) de la poliproteina no es imprescindible para la formacion

de VLPs, y puede ser sustituido por otra secuencia proteica dando lugar a VLPs
portadoras de moléculas trazadoras, en nuestro caso GFP-VLPs.
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La utilizacibn de gradientes de sacarosa en la purificacion de VLPs permite
diferenciar entre tres estados morfogénicos en el proceso de ensamblaje de la
capside virica: proteina no estructurada (1.05 g/ml), anillos de 16 nm (1.08 g/ml) y
capsides viricas (1.12 g/ml). En el caso del virus, la aparicion de un estado
morfogénico con densidad 1.14 g/ml se asocia con el virus infeccioso (con &cido

nucleico).

La adicion de agentes quelantes de iones divalentes en la purificacion de las VLPs
en gradientes de CsCI provoca la desestabilizacion de las cépsides viricas dando
lugar a proteina soluble y anillos de 16 nm. En el caso del virus, este hecho produce
la pérdida total de infectividad. La desestabilizacién de las VLPs en anillos de 16 nm
es un fendmeno reversible si se elimina el agente quelante y se afaden iones

divalentes.

A pesar de que la composicion proteica de las VLPs y los anillos de 16 nm es la

misma, presentan propiedades antigénicas distintas.
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7. Material y Métodos

7.1. LINEAS CELULARES Y VIRUS

7.1.1. Lineas Celulares

CaCo-2:

La linea celular continua CaCo-2 (ATCC HBT 37) empleada para la propagacion de
astrovirus tiene su origen en un adenocarcinoma de colon humano. Las células se
cultivaban a 37 °C en medio minimo esencial (MEM) de Eagle con sales de Earle (ICN)
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Biowhittaker), aminoacidos,
antibioticos y soluciones tamponadoras de pH (HEPES y bicarbonato sédico). La linea
celular era subcultivada tras formar monocapa confluente mediante tripsinizacién segun
protocolos clasicos de cultivo celular y sembradas con una relacion de multiplicacion de 1:3.

Las células volvian a formar una monocapa confluente tras 3-4 dias de incubacion a 37 °C.

BHK-21:

La linea celular continua BHK-21 (ATCC CCL-10) empleada para la obtencién de astrovirus
recombinantes mediante transfeccion del ARN virico por electroporacion tiene su origen en
rifidén de hamster recién nacido (del inglés Baby Hamster Kidney). Las células se cultivaban
a 37 °C en medio minimo esencial (MEM) de Eagle con sales de Earle (ICN) suplementado
con un 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Biowhittaker), aminoacidos, antibioticos,
soluciones tamponadoras de pH (HEPES y bicarbonato sddico) y piruvato sédico a una
concentracién final de 1 mM. La linea celular era subcultivada al formar monocapa

confluente mediante tripsinizacion segun protocolos clasicos de cultivo celular y sembradas
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con una relacion de multiplicacion de 1:8. Las células volvian a formar monocapa confluente

tras 2-3 dias de incubacién a 37 °C.

Sfo:

La linea celular continua (ATCC CLR 1711) empleada para la propagacion de baculovirus
tiene su origen en células epiteliales de la larva de la mariposa Spodoptera frugiperda. Las
células se cultivaban a 28 °C en medio TC-100 (Invitrogen) suplementado con antibiéticos y
un 10 % suero fetal bovino (Biowhittaker) inactivado por tratamiento térmico durante 30 min
a 56 °C (SFBi). La linea celular era subcultivada cada 3-4 dias mediante dilucién del cultivo
en medio fresco cuando el cultivo alcanzaba una densidad celular de 2 x 10° células por
mililitro, dejando el cultivo a una densidad de 2 x 10° células por mililitro. El contaje de
células viables se realizaba en una cadmara de Neubauer por exclusion de las células tefidas
tras afiadir a una alicuota del cultivo una décima parte del colorante azul de tripano 0.4%
(Sigma).

Medios de cultivo y soluciones necesarias:

MEM + 10 % SFB: MEM 1X en H,0O,4 con sales de Earle autoclavado 15 min

suplementado en condiciones de esterilidad con:

SFB..oi 10 % (v/v)
L-Glutamina.........cccvveevieeeeiiiiiiiiieeee e 2 mM

Aminoacidos no esenciales (100X)........... 1X

HEPES.......oi oot 15 mM

Bicarbonato sodico 7.5 % (p/V).........c.ee.... 2 % (VIv)

Penicilina / Estreptomicina........................ 100 Ul/ml — 100 nmg/ml

Conservar a 4°C.

Tampon PBS: NACH ... 8 g/l
KCL e 0.2 g/l
NaZHPO 4. e 1.15 g/l
KH2POy,. e, 0.2 g/l
g PLOJY
pH 7.2

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4 °C.
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Tripsina-EDTA:

TC-100 + 10 % SFBi:

7.1.2. Virus

Astrovirus

Tripsina 1:250 (DifCO)......cvvvvvvvevveeerrerreenee. 0.25 % (p/v)

EDTA. 0.5mM

Penicilina / Estreptomicina......................... 100 Ul/ml — 100 ng/ml
Tampon PBS

pH 7.2

Esterilizar por filtracion por 0.22 nm antes de afiadir los antibiéticos.

Conservar a —20 °C.

TC-100 1X en H,0Opq4 filtrado por 0.22 nm por presion
positiva y suplementado en condiciones de esterilidad con:
SFBiceieiiieieeeeee e, 10 % (v/v)

Penicilina / Estreptomicina........................ 100 Ul/ml — 100 ng/ml
Conservar a 4 °C.

La cepa de astrovirus humano serotipo 1 (HAstV-1) utilizada en diferentes apartados de este

trabajo corresponde a una cepa aislada de muestras fecales cedida amablemente por M.

Koopmans del RIVM en Bilthoven (Holanda).

La cepa de astrovirus humano serotipo 4 (HAstV-4) utilizada en diferentes apartados de este

trabajo es la cepa p23795 y corresponde a un aislado de muestras fecales procedente de

Gran Bretafia y amablemente cedida por W.D. Cubitt del Great Ormond Street Hospital for
Sick Children de Londres.

Baculovirus

La cepa AcNPVRP8 de baculovirus, que se caracteriza por no expresar la proteina de la

poliedrina, utilizada en diferentes apartados de este estudio como control negativo de

expresion proteica fue cedida por R. D. Possee del NERC Institute of Virology de Oxford.
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7.2. INFECCIONES VIRICAS

7.2.1. Astrovirus

La propagaciéon de astrovirus en la linea celular CaCo-2 se realizaba basandonos en el

protocolo descrito por Pinté y col. (1994) tal y como se describe a continuacion:

1. Pretratar el in6culo virico con 10 ng/ml de tripsina GIX (Sigma) durante 30 min a 37 °C.

2. Decantar el medio de crecimiento de la linea celular CaCo-2 y lavar dos veces la

monocapa con tampdn PBS para eliminar restos de suero fetal del medio.

3. Afadir el indculo virico a la monocapa celular e incubar 1 h a 37 °C para favorecer la

adsorcion del virus a las células.

4. Anadir MEM 0% SFB suplementado con 5 ng/ml de tripsina GIX.

Incubar las células infectadas durante 3-4 dias a 37 °C.

6. Tras la infeccidn, la obtencién de la suspensién virica se puede realizar de dos formas:
a.- Suspensioén virica clarificada: Se trata de una suspension virica que se obtiene a
partir del medio de cultivo tras romper las células por congelacién / descongelacion. Se
caracteriza por tener un titulo infeccioso medio pero escasa carga de restos celulares.
Dicha suspension se obtiene del siguiente modo:

a.l.- Lisar las células mediante 3 ciclos de congelacion a -80 °C vy

descongelacion a temperatura ambiente.

a.2.- Eliminar los restos celulares por centrifugacion durante 10 min a 3000 g

recuperando el sobrenadante resultante.

a.3.- Conservar las suspensiones viricas a -80 °C.
b.- Suspension virica concentrada: Se trata de una suspensién virica que se obtiene a
partir de las células tras concentracion por centrifugacion y lisis por tratamiento con un
detergente no iénico. Se caracteriza por presentar un titulo virico infeccioso elevado
aungue tiene una elevada carga de restos celulares. Dicha suspension se obtiene del
siguiente modo:

b.1.- Centrifugar las células durante 15 min a 1000 g.

b.2.- Resuspender el precipitado celular en tampon de lisis celular (tampdn TN o

TNE + 1% Nonidet P-40 (Fluka)) de manera que la concentracion de células

fuera de 1 x 10’ células por ml.

b.3- Incubar durante 30 - 60 min a temperatura ambiente en agitacion.

b.4- Centrifugar la suspensién virica 5 min a 3000 g para eliminar los ndcleos y

restos celulares de gran tamafio.
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b.5- Centrifugar el sobrenadante resultante 5 min a 14000 g para eliminar los
restos celulares de pequefio tamafio.

b.6- Recuperar el sobrenadante resultante y conservar las suspensiones viricas a
-80 °C.

7.2.2. Baculovirus

La propagacion de baculovirus en la linea celular Sf9 se podia realizar siguiendo dos
protocolos distintos dependiendo si las células se hacian crecer en suspension o adheridas
al soporte plastico:

1.- Células en suspension:

a. 1 x 10° células eran centrifugadas a 1000 g durante 10 min, y el precipitado celular
era resuspendido en 10 ml de in6culo virico diluido en medio TC-100 a una
multiplicidad de infeccién (m.o.i.) de 0.1.

b. Las células en contacto con el virus eran incubadas durante 1 h a temperatura
ambiente para favorecer la adsorcion del virus a las células.

c. Tras el periodo de adsorcidn, las células eran diluidas en medio TC-100 + 10% SFBi
a una densidad final de 1 x 10° células por mililitro (volumen final del cultivo de 100
ml) e incubadas durante 5-6 dias a 28 °C.

d. Al sexto dia, las células eran centrifugadas durante 15 min a 1000 g recuperando el
sobrenadante donde se encontraban los baculovirus.

e. Finalmente, la carga virica de las suspensiones era determinada mediante ensayo en

placa tal y como se detalla mas adelante.

2.- Células adheridas al soporte plastico:

a. 1.2 x 10’ células eran sembradas en un frasco de 175 cm? de superficie, y se dejaba
que sedimentaran durante 1 h a temperatura ambiente.

b. Cuando las células estaban adheridas al plastico, se descartaba el medio y se
afadia el indculo virico diluido en medio TC-100 a una m.o.i. de 0.1 en un volumen
final de 6 mililitros permitiendo el contacto del virus con las células durante 1 h a
temperatura ambiente.

c. Tras el periodo de adsorcion, el inéculo era descartado y se afiadian 30 ml de TC-
100 + 10% SFBi incubando las células durante 5-6 dias a 28 °C.

d. Al sexto dia, las células eran centrifugadas durante 15 min a 1000 g recuperando el

sobrenadante donde se encontraban los baculovirus.
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e. Finalmente, la carga virica de las suspensiones era determinada mediante ensayo en

placa tal y como se detalla mas adelante.

La determinacion de la carga virica de las suspensiones de baculovirus obtenidas se

realizaba por ensayo en placa tal y como se detalla a continuacion:

a. Una placa de 6 pocillos era sembrada con 1 x 10° células por pocillo dejando que las
células sedimentasen durante 1 h a temperatura ambiente.

b. Pasada la hora de sedimentacion, se descartaba el medio de cultivo y la suspension
virica era diluida siguiendo una serie dilucional 1/10 en medio TC-100, afiadiendo a
cada uno de los pocillos 0.5 ml de una de las diluciones.

c. La placa era incubada durante 1 h a temperatura ambiente para favorecer la
adsorcion del virus.

d. Pasada la hora de adsorcion, se descartaba el indculo virico y se afiadia a cada
pocillo 3 ml de medio TC-100 + 10 % SFBi + 1% Agarosa.

e. Tras dejar solidificar el medio a temperatura ambiente, la placa era incubada en una
atmosfera humeda a 28 °C durante 5-6 dias.

f. Al sexto dia, a cada pocillo se le afiadia 1 ml de rojo neutro al 0.1% diluido en TC-
100 y se incubaba durante 1 h a 28 °C en una atmésfera himeda.

g. Finalizada la hora de incubacion, se descartaba el exceso de rojo neutro y se
incubaba la placa invertida durante 12 h a 28 °C en una atmdésfera himeda.

h. A las 12 h, se contaban las calvas de lisis de aquellas diluciones en las que el
namero de calvas estuviese entre 10 y 100.

i. Para definir la carga virica de la suspension titulada, se multiplicaba el numero de
calvas contadas por el inverso de la dilucién evaluada y se dividia por el volumen
inoculado, obtenido un valor expresado en unidades formadoras de calvas por
mililitro (UFC/ml).

Medios de cultivo y soluciones necesarias:
Tripsina GIX (1 mg/ml):  Tripsina GIX (Sigma)..........cccvvveeeeeennnnnnes 10 mg
Tampon PBS.......cccoooiiiiiiieeeeee 10 ml

Esterilizar por filtracion por 0.22 nm.

Conservar a -20 °C.
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MEM: MEM 1X en H,O,4 con sales de Earle autoclavado 15 min

suplementado en condiciones de esterilidad con:

L-Glutamina.........cccvveeeeeeeiiiiiiiiieeee e 2 mM

Aminoacidos no esenciales (100X)........ 1X

HEPES......oi it 15 mM

Bicarbonato sédico 7.5 % (p/V)............... 2% (VIV)

Penicilina / Estreptomicina..................... 100 Ul/ml — 100 nmg/ml

Conservar a 4°C.

Tampon TN: THS-HCH .o 50 mM
NACH .. 100 mM
HZObd
pH 7.4

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4°C.

Tampon TNE: Tris-HCL....ooo e, 50 mM
NACH . .eiie i 100 mM
EDTA. e 10 mM
HZObd
pH 7.4

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4°C.

TC-100 + 10 % SFBi: TC-100 1X en H,Opq4 filtrado por 0.22 mm por presion
positiva y suplementado en condiciones de esterilidad con:
SFBl.ueeeeeeeeeee e e, 10 % (V/v)
Penicilina / Estreptomicina........................ 100 Ul/ml — 100 ng/ml

Conservar a 4°C.

TC-100 + 10 % SFBi + 1% Agarosa:
TC-100 + 10 % SFBi.....ceeeviiieeeeiiiiieeeeee 66 % (v/v)
Agarosa bajo punto de fusion al 3%.......... 33 % (vIv) (1% final)
Preparacion y uso inmediato.
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Rojo neutro 1 %: ROJO NEULIO ...vvvvviiiiiiiiiiiiiiieeieeeveee e 19

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4°C.

7.3. ENSAYO INMUNOENZIMATICO (E.L.I.S.A.) DE CAPTURA

La deteccion de proteina virica de la capside de astrovirus se llevaba a cabo mediante un

ensayo inmunoenzimatico de captura descrito previamente por Herrmann y col. (1990). Se

utilizaban microplacas de poliestireno de 96 pocillos (Sarsted) y se seguia el protocolo que

se detalla a continuacion:

1. Recubrir los pocillos de las microplacas con 50 mi de tampdén de recubrimiento con la
dilucion 1:10000 del MAb 8E7 e incubar 12 h a 4 °C.
2. Lavar tres veces con 100 ni/pocillo de solucién de lavado.
3. Bloquear la placa con 100 ni/pocillo de solucién de bloqueo e incubar 30 min a 37 °C.
4. Repetir paso 2.
5. Anadir 50 m/pocillo de la muestra a analizar e incubar 2 h a 37 °C.
6. Repetir paso 2.
7. Anadir 50 ni/pocillo de solucién de lavado con la dilucién 1:5000 del anticuerpo policlonal
de conejo anti-HAstV-1 e incubar 2 h a 37 °C.
8. Repetir paso 2.
9. Afadir 50 ni/pocillo de solucién de lavado con la dilucién 1:5000 del anticuerpo policlonal
de cabra anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa e incubar 1 h 30 min a 37 °C.
10. Repetir paso 2.
11. Afiadir 100 ni/pocillo de solucién de revelado e incubar 15 min a 37 °C.
12. Parar la reaccion cromogénica con 25 ni/pocillo de H,SO,4 1M.
13. Leer la absorbancia al =492 nm con un lector automético (Multiskan Plus (Labsystem)).
Soluciones necesarias:
Tampoén de recubrimiento: NP 1O @ 15 mM
NaHCO;z....ooiiiiiiei 35 mM
HZObd
pH 9.6

Conservar a 4°C.
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Solucién de lavado: Tampon PBS
Tween 20 (Fluka) 0.3% (v/v)

Preparacion y uso inmediato.

Solucién de bloqueo: Tampon PBS
AlbUmina sérica bovina (Sigma) 1% (p/v)
Tween 20 (Fluka) 0.3% (v/v)
Preparacion y uso inmediato.

Solucion de revelado: Citrato sOdiCO.........cceevvvveeenen. 30 mM
Acido Citrico......ccoveeerieiene, 20 mM
OPD (1,2-fenilendiamina)......... 4 mM
Ho05 30%.....cceeeeciiieeeciiieeee, 0.1% (Vv/v)
HZObd

Preparacion y uso inmediato.

7.4. EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

La extraccion de acidos nucleicos de cualquier tipo de muestra se llevaba a cabo en un
ambiente libre de ribonucleasas siguiendo el protocolo descrito previamente por Boom y col.

(1990) tal y como se detalla a continuacion:

1. Dispensar en un microtubo 900 m de tampén de lisis L6, 40 m de solucién de silice y 50
m de muestra.

Mezclar por agitacion e incubar 10 min a temperatura ambiente.

Centrifugar 15 sec a 14000 g.

Resuspender el precipitado en 800 i de tampédn de lisis L2.

Mezclar por agitacién y centrifugar 15 sec a 14000 g.

Repetir pasos 4y 5.

Resuspender el precipitado en 800 ni de etanol 70%.

Mezclar por agitacién y centrifugar 15 sec a 14000 g.

© © N o g b~ wDN

Repetir pasos 7y 8.

=
o

. Resuspender el precipitado en 800 ni de acetona.

=
=

. Mezclar por agitacion y centrifugar 15 sec a 14000 g.

=
N

. Descartar el sobrenadante y secar el precipitado 10 min a 56 °C manteniendo el tubo
abierto.

159



7. Material y Métodos

13. Afadir 50 m de tampdn de eluciébn TE, mezclar por agitacién e incubar 10 min a 56 °C

manteniendo el tubo cerrado.

14. Centrifugar 5 min a 14000 g y recuperar el sobrenadante con cuidado de no

contaminarlo con silice.

15. Guardar los acidos nucleicos a -80 °C hasta su utilizacion.

Soluciones necesarias:

Tampon Tris-HCI 0.1 M:

Solucién EDTA 0.2 M:

Tampon de lisis L2:

Tampoén de lisis L6:

Tampon de elucion TE:

Esterilizar por autoclave 45 min.

Conservar a temperatura ambiente.

EDTA - 2 Hy0.ciiiiiiiiieen, 7.44 ¢
[ DL T 100 ml
pH 8.0

Esterilizar por autoclave 45 min.

Conservar a temperatura ambiente.

Tiocianato de guanidina................. 120 ¢

Tampoén Tris-HCI 0.1 M.................. 100 mi

Disolver en un bafio a 65 °C.

Conservar a temperatura ambiente protegido de la luz.

Tampon de lisis L2.........ccccevveeeene 100 ml
Solucion EDTA 0.2 M.....ovveeeenneee. 11 ml
Triton X-100........ceeiiiiiiiieeiiieeeeee 1.22 mi

Conservar a temperatura ambiente protegido de la luz.

TrS-HCL...ciiiiee e, 10 mM
EDTA. ..o 1mM
H20h4

pH 8.0

Esterilizar por autoclave 45 min.

Conservar a temperatura ambiente.
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Solucién de silice: Disolver 60 g de SiO, en 500 ml de H,O,. Dejar sedimentar
durante 24 h a temperatura ambiente. Descartar 430 ml del
sobrenadante y resuspender el sedimento en 500 ml de H,Opg.
Dejar sedimentar durante 5 h a temperatura ambiente. Descartar
450 ml del sobrenadante y afiadir 0.6 ml de HCI 32%.

Conservar a temperatura ambiente protegido de la luz.

7.5. DOT BLOT E HIBRIDACION MOLECULAR DE ACIDOS NUCLEICOS

Una vez realizada la extraccion de &cidos nucleicos de la muestra, los ARN viricos eran
fijados (dot blot) a una membrana de nylon cargada positivamente (Roche). La deteccién de
los genomas de astrovirus eran realizada mediante hibridacion molecular con una sonda de
ADNc marcada con digoxigenina especifica de un fragmento del ORF2 del genoma de
astrovirus obtenida a partir del ARN de la cepa p23795 de HAstV-4 mediante la RT-PCR
descrita por Noel y col. (1995). En esta RT-PCR se utilizaron los cebadores Mon244 y
Mon245, dATPs marcados con digoxigenina y las enzimas M-MLV RT y Tag DNA

Polymerase.

El protocolo seguido era el siguiente:

7.5.1. Dot blot

Empapar durante 10 min la membrana de nylon en H,Op4 autoclavada 45 min.

2. Colocar la membrana humedecida en el cassette de dot blot y conectarlo a una bomba
de vacio.

3. Incubar los acidos nucleicos extraidos 3 min a 100 °C e inmediatamente colocarlos en
hielo durante 5 min.

4. Encender la bomba de vacio, afiadir las muestras de &cidos nucleicos extraidos a los
pocillos del cassette (una muestra por pocillo) y dejar que el liquido sea absorbido por la
bomba.

Desconectar la bomba y recuperar la membrana de nylon de dentro del cassette.
Fijar los acidos nucleicos por irradiacion de 3 min bajo luz UV seguida de 20 min a 120

°C en un horno de vacio.
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7.5.2. Hibridaciéon molecular de acidos nucleicos

=

Incubar la membrana con solucién de prehibridacion 2 h a 42 °C.

N

Descartar la solucion de prehibridacion e incubar 12 h a 42 °C con la solucion de
hibridacion.
3. Lavar la membrana con soluciéon SSC 2X + 0.1% SDS, 15 min a temperatura ambiente.

4. Lavar la membrana con solucion SSC 0.5X + 0.1% SDS, 15 min a temperatura

ambiente.
5. Lavar la membrana con solucién SSC 0.5X + 0.1% SDS, 15 min a 47 °C.
6. Bloquear la membrana con tampdn de bloqueo, 30 min a temperatura ambiente.

7. Incubar la membrana con el anticuerpo anti-digoxigenina (Roche) diluido 1:10000 en
tampon de bloqueo, 30 min a temperatura ambiente.
8. Lavar la membrana dos veces con tampén | + 0.3% Tween 20, 15 min cada vez.
9. Lavar la membrana con tampon de revelado, 5 min.
10. Revelados de la membrana:
10.1. Revelado quimioluminiscente:
10.1.1. Afadir 500 m del sustrato quimioluminiscente CSPD? diluido 1:100 en
tampon de revelado por cada 10 cm? de membrana.
10.1.2. Incubar 5 min a temperatura ambiente y luego 15 min mas a 37 °C oscuridad.
10.1.3. Colocar un film de rayos X y la membrana dentro de un cassette de revelado
y realizar una exposicion de 1 h.
10.1.4. Revelar el film.

10.2. Revelado cromogénico:
10.2.1. Sumergir la membrana en 10 ml de tampo6n de revelado suplementado con
45 mi NBT (Roche) y 35 ml BCIP/X-Phosphate (Roche) y mantener en

oscuridad hasta que precipite el substrato.

Soluciones necesarias:

Tampon SSC 20X: NN = T Ot 3M
Citrato tris0diCO ..........cccvvvvee... 0.3 M
H20h4
pH 7.0

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4 °C.

162



7. Material y Métodos

Solucién estandar:

Solucién de prehibridacion:

Solucién de hibridacion:

Solucién SSC 2X:

Solucién SSC 0.5X:

Tampon I

Tampodn de bloqueo:

Tampon SSC 20X.......eevvevveeeeee. 25 ml
SDS 10%.....cceveeiiiiieeeiiiieeee e 0.2ml
Blocking Reagent (Roche)........ 19
N-laurosilsarcosina................... 0.1g
[ P T TR 75 ml

Conservar a -20 °C.
Formamida desionizada........... 50 ml
Solucién estandar..................... 50 ml

ADN esperma de arenque........ 0.1 mg/ml
Conservar a -20 °C.

Solucién de prehibridacion
Conservar a -20 °C.

Preparacion y uso inmediato.

Tampon SSC 20 X....ovevvveveeeeee. 2.5 mi

NACl. ..o, 150 mM
Acido maleico.............ccocveunn.. 100 mM
Tween 20.......ccccceviiniiiniiiniinnne 0.3% (v/v)
HZObd

pH 7.5

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4 °C.

Tampon L., 500 ml
Blocking Reagent (Roche)....... 5¢
Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4 °C.
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Tampon de revelado: Tris-HCL............. 100 mM
NaCL....cciiiiiiiee e 100 mM
pH 9.5

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a 4 °C.

7.6. RT-PCR

Las enzimas utilizadas para las retrotranscripciones fueron la M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega), la cual es una version modificada de la transcriptasa reversa del Moloney Murine
Leukaemia Virus a la que se ha mutado su actividad RNasa H, y la Expand RT (Roche).
Para las PCR se utilizaron la Pwo DNA Polymerase (Roche), una forma recombinante de la
ADN polimerasa de Pyrococcus woesei y la Expand High Fidelity PCR System (Roche), la
cual consiste en una mezcla de Pwo DNA Polymerase (Roche) y Tag DNA Polymerase
(Roche). Las condiciones de trabajo eran las siguientes:

RT:

Con la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (Promega):

1. Desnaturalizar 5 mM de muestra o dilucion de ésta durante 5 min a 99 °C e
inmediatamente poner en hielo.

2. Preparar la mezcla de reaccion de RT para cada muestra o dilucion segun las siguientes

proporciones:
§ Tampon M-MLV RT 5X....ccoviiiiiieeiiie e 2m
§ ANTP 2 MM.ciiiiiiiii e 1n
§ Cebador 100 MM.......ccceiiiiiiece e 1n
8 H,Oyq esterilizada por autoclave 45'.......................... 0.86 n
§ Inhibidor de ribonucleasas RNasin® 30 U/ni............... 0.1nm
§  M-MLV RT (200 U/M)..eevoeerieeeeseeeeeeeeeseeeeeeenen, 0.04

5ni
3. Afadir la muestra o su correspondiente dilucién a la mezcla de reaccion de RT, incubar

durante 1 h a 42 °C para sintetizar el ADNc y colocar en hielo inmediatamente.
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Con la enzima Expand Reverse Transcriptase (Roche):

1. Desnaturalizar 5 mM de muestra o dilucion de ésta durante 5 min a 99 °C e
inmediatamente poner en hielo.

2. Preparar la mezcla de reaccion de RT para cada muestra o dilucion segun las siguientes

proporciones:
8 Tampon Expand RT 5X....ooooiiii, 2n
§ ANTP 2 MM.ciiiiiiiee e 1n
8 DTT 200MM....coiiiiiiiiii e inm
8 Cebador 100 MM.....ccouiiiiiiieiie e 0.2 m
8 H,Oyq esterilizada por autoclave 45'.......................... o6m
§ Inhibidor de ribonucleasas RNasin® 30 U/ni............... 0.1nm
§  M-MLV RT (200 U/M)......oiirieiieieeeeeeeeeeeeeeenen 0.1m

5ni
3. Afadir la muestra o su correspondiente dilucién a la mezcla de reaccion de RT, incubar

durante 1 h a 42 °C para sintetizar el ADNc y colocar en hielo inmediatamente.

PCR:

Con la enzima Expand High Fidelity PCR System (Roche):

1. Preparar la mezcla de reaccion de PCR para cada muestra segun las siguientes

proporciones:
§ Tampoén Expand HiFi PCR System 10X.................... 5n
8 ANTP 2 MM, 5ni
8 Cebador 100 MM.....cccuiiiiiiieie e 05m
§ Cebador 100 MVl.....cuiiiiiiiiiiiecee e 0.5n
8 MOCly 25 MM...cciiiieciieeee e 4m
8 H,Oyq esterilizada por autoclave 45'........................... 24.85n
8 Expand HiFi PCR System (3.5 U/m)........ccccoeennenne 0.15m

2. Afadir el producto de RT a la mezcla de reaccion de PCR.
3. Realizar el programa especifico de PCR y analizar el resultado por electroforesis.
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Con la enzima Pwo DNA Polymerase (Roche):

1. Preparar la mezcla de reaccion de PCR para cada muestra segun las siguientes

proporciones:

§ Tampon Pwo DNA Polymerase 10X.........ccccoceeenuenne 5n

§ ANTP 2 MM.ciiiiiiiii e 5m

§ Cebador 100 MVL........oiiiiiiiiieeeee e 0.5n

8 Cebador 100 MM.....coouiiiiiiieiie e 05m

8 MGSO4 25 MM...oii e 4

8 H,Oyq esterilizada por autoclave 45'........................... 249

8 Pwo DNA Polymerase (5 U/M).......cccooeiiiiiiiiiiiicin, 0.1nm
40 m

2. Andadir el producto de RT a la mezcla de reaccion de PCR.

3. Realizar el programa especifico de PCR y analizar el resultado por electroforesis.

7.7. ELECTROFORESIS DE ADN

Los geles de agarosa se preparaban utilizando SeaKem? LE Agarose (Cambrex) en tampén
TBE 1X a la concentracion deseada. Normalmente, en cada pocillo se analizaban 10 m de
muestra mezclados con 2 m de tampdn de carga 6X. La electroforesis se realizaba a una

velocidad constante de 70 V.

Los geles de poliacrilamida se preparaban utilizando poliacrilamida 30% en tamp6n TBE 1X
a la concentracion deseada afiadiendo como agentes polimerizantes el persulfato amonico
al 10% (APS 10%) y el N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamina (TEMED). Para estos geles de
tamafio 7 cm x 8 cm x 0.75 mm se utilizaron las cubetas Mini Protean®ll ( Bio-Rad) y los
peines para 10 muestras. Para la preparacion de cada gel se utilizaban 5 ml de solucion

polimerizante siguiendo las siguientes proporciones:

Solucién polimerizante: Acrilamida 30%..............cceeeeeee.. 1.5mi
TBE 10X, 0.5ml
HoOhe oo eeeee e e, 3ml
APS 10%.......coooviiiiiii, 50 m
TEMED......cooii 5ni
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Normalmente, en cada pocillo se analizaban 20 m de muestra mezclados con 4 m de

tampdn de carga 6X. La electroforesis se realizaba a una velocidad constante de 120 V.

En ambos casos, tras la electroforesis los geles eran teflidos en una cubeta con tampon
TBE 1X y bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 ng/ml durante 30 min. La fotografia

del gel se realizaba utilizando un transiluminador ImageMaster? VDS (Pharmacia Biotech).

Soluciones necesarias:

Tampon TBE 10X: Tris-HClL............... 108 g/l
Acido bOrCO.........cccueveereere. 55 g/l
EDTA. .. 0.05M
H20h4
pH 8.0

Esterilizar por autoclave 15 min.

Conservar a temperatura ambiente.

Tampoén de carga 6X: Glicerol.......cccooviiieiiiiiiiien, 30% (Vv/v)
Azul de bromofenol................... 0.25% (p/v)
Tampon TBE 10X.........ccceeeneee. 10% (v/v)
HZObd

Conservar a 4 °C.

Acrilamida 30%: Acrilamida............................ L 299
N,N’-bis-metilen-acrilamida...... 19
H,Owq hasta 100 ml totales
Disolver a 37 °C.

Conservar a 4 °C protegido de la luz.
7.8. SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para analizar la secuencia de los productos de ADN obtenidos por RT-PCR o PCR, las
moléculas de ADN eran previamente purificadas mediante el kit High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche). Tras comprobar el resultado de dicha purificacion mediante
electroforesis en gel de agarosa, se realizaba la reaccion de secuenciacion con el kit ABI
Prism® BigDye ™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v2.0 (PE Biosystems). La
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reaccion de secuenciacion era analizada en un secuenciador automatico en la Unitat de

Genomica de los Serveis Cientificotecnics de la Universitat de Barcelona.
El protocolo se detalla a continuacién:
1. Purificar el ADN a secuenciar mediante el kit High Pure PCR Product Purification Kit

(Roche).

2. Preparar la mezcla de reaccion de secuenciacion:

8 Terminator Ready Reaction miX..............cc.oeeeeeeeeee. 2n

§ Cebador 5 MM......ccoiiiiiii e 0.64

8 ADN pUrfiCAdO. .....cevieeiiiiiiiiiieeeee e 0.2-0.5ny

8 H,Oyq esterilizada por autoclave 45'........................... hasta 10 ni totales

3. Realizar el programa de secuenciacion:
10 sec a 96 °C
5seca50°C x 25 ciclos
4 min a 60 °C

4. Purificar el producto de la reaccién de secuenciacién por precipitacion con etanol:
4.1. Mezclar los 10 m del producto de la reaccion de secuenciaciéon con 64 ni de
etanol 95% y 26 m de H,Opg.
4.2. Mixotubar y dejar precipitar durante 20 min a temperatura ambiente.
4.3. Centrifugar a 10000 g durante 15 min.
4.4, Lavar el precipitado con 0.2 ml de etanol 70%.
4.5. Centrifugar a 10000 g durante 5 min.
4.6. Descartar el sobrenadante y dejar secar el precipitado a temperatura ambiente.
5. Analizar la muestra en el secuenciador automatico ABI Prism 3700 (PE Biosystems).

6. Evaluar la secuencia resultante con el programa informatico Chromas.

7.9. PURIFICACION DE ADN DE BAJO PESO MOLECULAR

Los kits comerciales de purificacion de ADN no permiten una buena recuperacion de
moléculas de bajo peso molecular. Para la purificacion de este tipo de moléculas nos
basamos en la técnica de purificacion de ADN mediante precipitacidon con etanol y acetato

sédico 3 M siguiendo el siguiente procedimiento:
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Afadir al ADN a purificar un 10% (v/v) de acetato sédico 3 M pH 5.2 y homogeneizar 30
Sec por agitacion.

Afadir 3 volimenes de etanol absoluto enfriado a -20 °C y homogeneizar 30 sec por
agitacion.

Afadir MgCl, a una concentracién final de 0.01 M y mantener la solucién a -20 °C
durante 12 h.

Centrifugar 30 min a 14000 g descartando el sobrenadante resultante y lavar el
precipitado dos veces con 500 nml etanol 70% cada vez.

Finalmente, secar el precipitado y resuspenderlo en 50 m de H,Oy.

7.10. TRANSFORMACION DE CELULAS E. Coli COMPETENTES

Las células competentes fueron transformadas con el producto de ligacién por tratamiento

térmico, y se seleccionaron las colonias transformadas en placas con medio LB-agar

suplementado con los diferentes antibidticos de seleccién siguiendo el siguiente

procedimiento:

ok 0N e

Descongelar 40 m células competentes en hielo.

Afadir 10 m del producto de clonacion e incubar 30 min en hielo.

Incubar 45 sec a 42 °C e inmediatamente incubar 2 min en hielo.

Afadir 450 M medio SOC (Invitrogen) e incubar 1h 30 min a 37 °C en agitacion.

Sembrar en placas con medio LB-agar suplementado con los antibiéticos de seleccién a

razon de 100 mi por placa e incubar 24 h a 37 °C.

7.11. TRANSCRIPCION IN VITRO

La transcripcion in vitro con el kit Riboprobe® in vitro Transcription System-T7 (Promega) se

realizo siguiendo el siguiente procedimiento:

1.

Preparar la mezcla de reaccion de transcripcion in vitro:
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§ Tampon Transcription Optimized 5X........cccccvvvvvveeeninnns 10 m

L 0101 011/ 5 I 5ni

§ Inhibidor de ribonucleasas RNasin? (40 U/ni)................ 1.25nm

§ INTPs 10 mM (2.5 mM de cada uno)...........cccceeeurnnnnnnns 0onm

§ ADN molde (1.25 Mg/MI)...cceeieiiiiiiiiiiiiieeeeee e 0.8 n

§ T7 RNA Polymerase (15 U/mM)........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 1.33ni

8§ H,Oq libre de ribonucleasas.........o.occoeveeeieeiiieiiiiiees 21.62 n
50 m

N

Incubar 2 h a 37 °C.

3. Eliminar el ADN molde afiadiendo 1 U Desoxiribonucleasa RQ1 RNase-Free DNase
(Promega) e incubar 15 min a 37 °C.

4. Extraer el producto de transcripcion afiadiendo 50 m fenol : cloroformo : alcohol
isoamilico (25 : 24 : 1), agitando 1 min y centrifugando 2 min a 14000 g.

5. Separar la fase acuosa y afiadir, a ésta, 50 m cloroformo: alcohol isoamilico (24 : 1),
agitar 1 min y centrifugar 2 min a 14000 g.

6. Separar la fase acuosa y afadir, a ésta, 25 n acetato de amonio 7.5 M y 125 ni etanol
100% enfriado a -20 °C.

7. Homogeneizar y mantener 30 min a -70 °C.

8. Centrifugar 20 min a 14000 g descartando el sobrenadante resultante.

9. Lavar el precipitado con 500 m etanol 70% enfriado a -20 °C.

10. Centrifugar 20 min a 14000 g descartando el sobrenadante resultante.

11. Secar el precipitado y resuspenderlo en 50 m de H,O libre de ribonucleasas.

12. Cuantificar el ARN en el espectrofotémetro por lectura a 260 nm y 280 nm.

7.12. INMUNOFLUORESCENCIA

Para realizar la deteccidon de proteina virica por inmunofluorescencia, monocapas celulares
eran crecidas (para CaCo-2) o sembradas (para Sf9) sobre cubreobjetos colocados en el
interior de pocillos de microplacas de 24 pocillos. La infeccion con el correspondiente virus
se realizaba tal y como se describe en el apartado 7.2. A los 2-3 dias post-infeccién, el
marcaje fluorescente era realizado dentro del mismo pocillo a temperatura ambiente

siguiendo el siguiente protocolo:
1. Descartar el medio de cultivo y lavar las células 2 veces con 0.5 ml de tampén PBS.

2. Fijar las células con 0.3 ml de solucion de fijacién al 3% PF durante 30 min.

3. Lavar las células 2 veces con 0.5 ml de tampo6n PBS.
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4. Incubar las células en 0.5 ml de solucion de lavado durante 20 min.

5. Permeabilizar las células en 0.3 ml solucion de permeabilizacién durante 15 min.

6. Lavar las células 3 veces con 0.5 ml de solucion de lavado.

7. Bloquear las preparaciones con 0.5 ml solucién de bloqueo durante 30 min.

8. Incubar 1-2 h con el anticuerpo primario a la dilucién correspondiente en solucion de
blogueo.

9. Repetir paso 6.

10. Incubar con el anticuerpo secundario conjugado con el fluorocromo (FITC, Cya3, ...) ala
dilucion correspondiente en solucién de bloqueo durante 1 h en la oscuridad.

11. Repetir paso 6.

12. Incubar las células en tamp6n PBS suplementado con 1 ng/ml DAPI (Roche) para tefiir
los ndcleos durante 15 min en la oscuridad.

13. Lavar las células 1 vez con 0.5 ml de solucion de lavado.

14. Sacar el cubreobjetos del pocillo, secarlo suavemente y colocarlo invertido sobre una
gota de medio de montaje Fluoromont G (Southern Biotechnologies) sobre un
portaobjetos de vidrio.

15. Guardarlo a 4 °C en oscuridad hasta su observacion bajo microscopio de fluorescencia
(Leica DMRB FLUO).

Soluciones necesarias:

Tampon PBS: ver apartado 7.1.1.

Solucion de fijacion (3% PF):  PF 20%........c.ccooceeeiniiieeeiiieeen. 1.5ml
Sacarosa IM.........cccoeeiiiiinnnes 0.6 ml
Tampon fosfato PB 0.2M.......... 5mi
HoOpgeeevneeerieeiieeeiieeeiieeeieeeis 2.9 ml

Conservar a 4 °C.

Tampon fosfato PB 1M: A 800 ml de fosfato dipotasico 1M se le va afiadiendo fosfato
monosodico 1M hasta que el pH quede ajustado a 7.4.
Conservar a temperatura ambiente.

Paraformaldehido (PF) 20%: Disolver 20 g de PF en 80 ml de H,O,q en un bafio a 75 °C.
Anadir 2-3 gotas de NaOH 5N para facilitar su disolucion.
Una vez disuelto, enrasar hasta 100 ml con H,Oyq V filtrar a
través de papel de filtro.

Conservar a -20 °C.
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Tampon fosfato PB 0.2M: Diluir el tampédn fosfato PB 1M 1:5 en H,Oyq,
Conservar a temperatura ambiente.

Solucién de lavado: Glicina.......coccviee e, 20 mM
Tampon PBS

Preparacion y uso inmediato.

Solucion de permeabilizacion: Triton X-100.........ccccoecvveeernne. 0.5% (V/v)
Glicina......ccoiiier v 20 mM
Tampon PBS

Preparacion y uso inmediato.

Solucion de bloqueo: SFB. . 10% (v/v)
Glicina.......coeiies e 20 mM
Tampon PBS

Preparacion y uso inmediato.

7.13. TRANSFECCION DE CELULAS SF9 CON BACMID? RECOMBINANTES

La transfeccién de células Sf9 se realiz6 con la ayuda de Cellfectin® siguiendo el siguiente

protocolo:

1. Sembrar 9 x 10° células en una placa de 35 mm de didmetro. Dejar sedimentar las
células durante 1 h a temperatura ambiente.
2. Mientras tanto, preparar las soluciones A y B de transfeccion:
a. Solucién A: 5 i Bacmid? recombinantes + 100 mi medio TC-100.
b. Solucién B: 6 m Cellfectin® + 100 i medio TC-100.
Mezclar las soluciones A y B e incubar durante 45 min a temperatura ambiente.
Anadir 0.8 ml TC-100 sin antibitticos a la mezcla de transfeccion.
Una vez sedimentadas las células, descartar el medio, lavarlas con medio TC-100 sin
antibioticos y afiadir la mezcla de transfeccion. Incubar durante 5 h a 28 °C.
6. Descartar la mezcla de transfeccion y afiadir 2 ml TC-100 + 10% SFBi. Incubar 72 h a 28
°C en una atmésfera humeda.
7. Recoger células y medio de cultivo, centrifugar a 1000 g durante 10 min y recuperar el

sobrenadante donde se encuentran los baculovirus recombinantes.
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7.14. ELECTROFORESIS SDS-PAGE, TINCION CON AZUL DE COMASSIE Y WESTERN
BLOT

El siguiente protocolo esta disefiado para la utilizacion de cubetas de electroforesis vertical

con geles de un tamafio de 7 cm x 8 cm x 0.75 mm (Mini Protean?ll (Bio-Rad)).

La preparacion del gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes se realizé a partir de

las siguientes soluciones polimerizantes:

Reactivo Gel 10% Acrilamida Gel separador
Acrilamida 30% 1.7 ml 0.33 ml
Tris-HCI 1.5M pH 8.8 1.3 mi -

Tris-HCI 1M pH 6.8 - 0.25 ml
H,O 2 ml 1.4 ml

SDS 10% 50 m 20m

APS 10% 50 ni 20m

TEMED 2n 2m

Una vez habia polimerizado el gel, se procedia a realizar la electroforesis siguiendo el

siguiente protocolo:

1.- Mezclar 20 mi de muestra con 5 ni de tampdén Laemli 5X.

2.- Desnaturalizar la muestra durante 5 min a 100 °C y colocarla inmediatamente después
en hielo.

3.- Cargar las muestras en el gel colocado dentro de la cubeta con tamp6n de carrera 1X.

4.- Hacer correr la electroforesis a 120V durante aproximadamente 2 h

5.- Tefiir el gel con solucién de Azul de Comassie para hacer una deteccion de proteina total
o realizar una transferencia de proteinas a una membrana de nitrocelulosa (western blot)

para realizar una deteccion de proteinas especificas.

Para la deteccién de proteina total, el gel era tefiido durante 1 h en una solucion de Azul de
Comassie y posteriormente, el exceso de colorante era extraido con solucién decolorante.

Para la transferencia de proteinas a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell)
se utiliza un sistema semi-seco empleando el Trans-blot?® Semi-Dry Electrophoretic Transfer

Cell (Bio-Rad) siguiendo los siguientes pasos:
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1.- La membrana de nitrocelulosa y el gel de poliacrilamida se incuban durante 5 min en

agua destilada.

2.- Se colocan la membrana, el gel y papeles de filtro empapados en tampoén de

transferencia en el siguiente orden: 3 x papeles de filtro, membrana de nitrocelulosa, gel

de poliacrilamida y 3 x papeles de filtro.

3.- Realizar la transferencia a 70 mA durante 70 min.

Para realizar la deteccién de proteinas con anticuerpos especificos se seguia el siguiente

protocolo:

1.- Bloguear la membrana de nitrocelulosa en tampoén de bloqueo durante 12 h a 4°C.

2.- Incubar la membrana con el anticuerpo primario a la diluciéon correspondiente en tampén

de bloqueo durante 2 h a temperatura ambiente.

3.- Realizar tres lavados en tampén PBS de 10 min cada uno a temperatura ambiente.
4.- Incubar la membrana durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario

marcado con fosfatasa alcalina a la dilucién correspondiente en tampén de blogueo.

5.- Repetir paso 3.

6.- Lavado de 5 min a temperatura ambiente en tampdn fosfatasa alcalina.

7.- Revelar la membrana en tampén de revelado hasta que aparezca el marcaje deseado.

Soluciones necesarias:

Tampon Laemli 5X:

Tampon de carrera 5X:

Tris-HCI 1M (pH 6.8)................ 25% (vIv)
Glicerol.......veveiiiiiiiiiiiieeees 40% (v/v)
b-mercaptoetanal...................... 25% (p/v)
SDS..eeeeeeeeeeeeeeee e, 1% (p/v)
Azul de bromofenol................... 0.025% (p/v)

Conservar a 4 °C.

TrS-HCI ..o, 125 mM
Glicina......oooiiiiiee e 1M
SDS..coiii 0.5% (p/v)
H20h4

Conservar a temperatura ambiente.
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Soluciéon Azul de Comassie:

Solucién decolorante:

Tampon de transferencia:

Tampon de bloqueo:

Tampon de revelado:

Acrilamida 30%:

Tampon de revelado:

Azul de Comassie..........ccue...... 0.25% (p/v)
Metanol............ccoeeeiii, 50% (v/v)
Acido acético glacial................. 7.5% (viv)
H20hd

Conservar a temperatura ambiente.

Acido acético glacial................. 7.5% (viv)
Metanol...........ccceeeeeeeiiiiiiii 5% (v/v)
HZObd

Conservar a temperatura ambiente.

Tris-HClL.....ooooo 50 mM
Glicina.......cooeeeieee 40 mM
SDS.. s 0.04% (p/v)
Metanol..........cccceveeiieeiiniiin 20% (v/v)
H20k4

pH 8.3

Conservar a temperatura ambiente.

Trs-HCL...oeeeeeee, 50 mM
NaCL....cciiiiiiieeeieee e 40 mM
H20hd

pH 7.6

Leche descremada en polvo.... 5% (p/v)

Conservar a 4°C.

Tampon fosfatasa alcalina........ 10 ml
NBT (RoChe).......cccuuvvuniniiininnnnns 45 m
X-Phosphate (Roche)............... 35m

Preparacion y uso inmediato.

ver apartado 7.7.

ver apartado 7.5.
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